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RESUMO

A busca por fontes renovaveis e processos sustentaveis fez com que o biodiesel se
tornasse um importante combustivel dentro da matriz energética. Em relacdo ao meio
ambiente, o biodiesel apresenta importantes vantagens se comparado ao diesel de petrdleo
pois possui maior biodegradabilidade e menor impacto ambiental. Assim, o aumento da
producdo e consumo do biodiesel fez surgir a necessidade do desenvolvimento de
tecnologias para tratamento de areas contaminadas com este combustivel para o caso de
acidentes ou derrames. A biorremediacédo, processo que transforma por meio da atividade
bioldgica, os contaminantes em substancias inertes, estd entre as formas de tratamento
mais aplicadas para a recuperacdo de solos contaminados com combustiveis. Porém, sua
utilizacdo € limitada por fatores como alta concentracdo do contaminante ou condicdes
ambientais desfavoraveis aos microrganismos. Nesses casos, é plausivel utilizar a
combinacdo de dois ou mais tratamentos visando obter a eficiéncia necessaria para
atendimento das normas ambientais. Um procedimento que pode ser aplicado como pré-
tratamento antes da biorremediacdo € a remoc¢do do contaminante através de tratamento
fisico de lavagem do solo. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a remocdo da carga
poluente em solo contaminado com biodiesel, combinando técnicas de tratamento fisico e
biologico. O tratamento fisico foi realizado por um sistema de agitacdo do tipo turbina de
Rushton, utilizando &gua de retso de industria como base da solugdo extratora. No pre-
tratamento de lavagem, para o sistema com utilizacdo do surfactante Tween 80 (0,25%
wi/v), 60% de concentracdo de solidos e 60 minutos de agitacdo, foram obtidos percentuais
de remocdo de biodiesel acima de 70%. No caso da ndo utilizacdo do surfactante, o
melhor resultado foi apresentado pela configuracdo 30% de concentracdo de solidos e 35
minutos de agitacdo. Os percentuais de remocdo obtidos neste caso foram proximos a
65%. Através da separacdo das fases 0leo-agua, foi possivel recuperar cerca de 43% do
biodiesel removido do solo e analises de acidez, umidade e poder calorifico indicaram que
0 biodiesel recuperado possui caracteristicas que possibilitam sua reutilizacdo. O
tratamento do efluente gerado na etapa de lavagem foi realizado por processo bioldgico,
utilizando a cultura mista C1 previamente adaptada ao meio liquido contendo o
contaminante. Apds 11 dias de tratamento, a concentracdo de biodiesel do efluente
aproximou-se de zero e o valor do carbono organico total tornou-se constante com uma
reducdo de até 75,4%. Na biorremediacdo foram utilizadas as estratégias de
bioestimulagdo com controle de temperatura, umidade e nutrientes (N e P) e
bioaumentagdo em dois tipos de biorreatores: a) biorreator rotativo em escala laboratorial
(0,3 kg), b) biorreator tipo tambor rotativo em escala piloto (15 kg). A cultura mista
inoculada ao solo foi a mesma utilizada no tratamento do efluente liquido. Apos 14 dias
de biorremediacéo, foi obtida uma concentragéo celular da ordem de 10'° UFC/g de solo
para bactérias e fungos mostrando que houve uma adaptacdo dos microrganismos ao solo.
A concentragdo do contaminante no solo foi determinada através de analise de
hidrocarbonetos totais de petroleo. Os resultados obtidos indicaram percentuais de
biodegradacdo acima de 90% em 35 dias para 0s tratamentos com biorreator rotativo em
escala laboratorial e 0 mesmo percentual em 70 dias para o biorreator rotativo em escala
piloto.

Palavras-Chave: solo contaminado, biodiesel, lavagem do solo, biorremediacéo.



ABSTRACT

The search for renewable energies and sustainable processes has made the biodiesel
became an important fuel in the energetic matrix. In relation to the environment, biodiesel
has important advantages compared to petroleum diesel it has greater biodegradability and
low environmental impact. However, the increasing production and consumption of
biodiesel has created a need to develop technologies for treating contaminated areas with
this fuel. Bioremediation, a process that transforms through biological activity,
contaminants in inert substances, is the form of treatment most applied for the remediation
of contaminated soils with fuel. However, this method has limited application by factors
such as high concentration of the contaminant or unfavorable environmental conditions
for microorganisms. In such cases, it is reasonable to use a combination of two or more
treatments to achieve the necessary efficiency to meet the environmental standards. A
procedure that can be applied as a pretreatment before the bioremediation is the removal
of contaminants from soil by physical treatment of washing. The objective of this study
was to evaluate the removal of the pollutant load in the soil contaminated with biodiesel,
combining techniques of physical and biological treatment. The physical treatment was
performed by an agitation system of turbine Rushton, using the reuse water from a
manufacturing industry as the basis of extraction solution. In the washing pretreatment,
for the system using the surfactant Tween 80 (0.25% w/v), 60% solids concentration and
60 minutes of stirring, were obtained biodiesel removal percentages above 70%. In the
case of not using the surfactant, the best result was shown by setting a 30% solids
concentration and 35 minutes stirring. The removal percentage obtained in this case was
near 65%. By separation of oil-water phases, it was able to recover about 43% of removed
soil biodiesel and acid analysis, moisture and calorific value indicated that the recovered
biodiesel has characteristics that allow its reuse. The treatment of the effluent from the
washing step was done by biological process using the mixed culture C1 previously
adapted into medium containing the contaminant. After 11 days of treatment, the
concentration of biodiesel in the effluent approached zero and the value of the total
organic carbon became constant with a decrease of up to 75.4%. The techniques used in
bioremediation were biostimulation with temperature, humidity and nutrients (N and P)
controls and bioaugmentation in two types of bioreactors: a) rotating bioreactor in
laboratory scale (0.3 kg), b) bioreactor type rotary drum on a pilot scale (15 kg). The
mixed culture inoculated soil was the same used in treatment of the liquid effluent. After
14 days of bioremediation, was obtain a cell concentration of approximately 10*° CFU/g
soil for bacteria and fungi, showing that there was an adaptation of the microorganisms to
soil. The concentration of the contaminant in the soil was determined by analysis of total
petroleum hydrocarbons. The results indicated the percentage biodegradation above 90%
in 35 days for treatments with rotating lab scale bioreactor and the same percentage in 70
days for the rotating pilot scale bioreactor.

Keywords: contaminated soil, biodiesel, soil washing, bioremediation.



1. INTRODUCAO

A maior parte de toda a energia consumida no mundo provém do petroleo, do carvéo e
do gés natural. Essas fontes sdo limitadas e com previsdo de esgotamento no futuro, portanto,
a busca por fontes alternativas de energia é de suma importancia (SHUCHRDT et al., 1998).
Tal fato aliado a busca de processos sustentaveis que visam a reducéo da poluicdo ambiental e
do aquecimento global tem estimulado o mercado de combustiveis que acarretam menor

impacto negativo ao meio ambiente que os combustiveis fosseis.

O biodiesel é um combustivel alternativo obtido a partir de matérias-primas vegetais
ou animais (SILVA et al., 2102), que possui inimeras vantagens sobre 0s combustiveis
derivados do petréleo é proveniente de fontes renovaveis, além da melhor qualidade das
emissdes durante o processo de combustio (CORREA; ARBILLA, 2006).

No Brasil, a producdo e comercializacdo de biodiesel possuem importantes vantagens
devido a grande disponibilidade de matéria-prima e ao crescimento continuo da industria de
0Oleos vegetais e de etanol (RIVALDI et al., 2007). A Figura 1 apresenta os dados da producéo
anual de biodiesel fornecidos pela Associacdo Brasileira das IndUstrias de Oleos Vegetais
(ABIOVE, 2015). Na anédlise dos dados verifica-se que a producdo de biodiesel no Brasil
aumentou cerca de 4.000 vezes do ano de 2005 até o ano de 2013, e vem mantendo uma curva

ascendente de crescimento.

Produgao anual de biodiesel
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3.000.000 2.917.495 ]
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Figura 1. Producéo anual de biodiesel (ABIOVE, 2015).

De acordo com o Ministério das Minas e Energia (MME, 2014), foram registradas no
Brasil, até junho de 2014, 58 usinas produtoras de biodiesel, com capacidade instalada de

7.541 mil m*ano (MME, 2014). Comparando a capacidade instalada com a producdo



acumulada em 2013, percebe-se a existéncia de uma substancial capacidade ociosa onde as
empresas utilizam apenas 39% do seu potencial de producéo. Essa capacidade ociosa do setor
pode ser reduzida com o aumento da mistura de biodiesel no diesel para 7%. Neste caso, 0
consumo passaria dos atuais 2,92 bilhGes de litros em 2013 para 4,2 bilhdes de litros
(REUTERS, 2013).

Entretanto, o crescimento da producdo de biodiesel aumenta significativamente a
probabilidade de derramamentos acidentais durante o processo, transporte e armazenagem,
potencializando o risco de contaminacdo do ambiente (solo e &gua). Devido a isso, técnicas de
tratamento de solo contaminado por hidrocarbonetos derivados do biodiesel tém sido alvo de
inimeros estudos e constituem um grande desafio para a comunidade cientifica que busca
obter métodos eficazes, economicamente vidveis e compativeis com 0s aspectos
socioambientais atuais. Devido a complexidade e diversidade das contaminagdes, nao ha uma
regra que determine o melhor tratamento a ser utilizado. Cada caso deve ser analisado
individualmente, avaliando suas particularidades. Em geral, 0 sucesso da técnica empregada
depende das condi¢es fisicas, quimicas e bioldgicas do local contaminado, do tempo de
exposicéo, tipo e concentracdo do contaminante e do tempo requerido para a remocao do
composto alvo (ANDRADE et al., 2010).

O elevado potencial no uso de microrganismos, apontados na literatura como agentes
degradadores das mais diversas substancias, indica o tratamento biologico como um dos mais
eficientes modos de reduzir os efeitos adversos dos hidrocarbonetos sobre o0 meio ambiente
(ALEXANDER, 1999). Assim, a biorremediacdo vem se destacando como uma das
estratégias mais promissoras a ser adotada no tratamento de solos contaminados por
combustiveis (TRINDADE et al., 2002), além de ser vista como um método seguro, eficiente

e mais barato quando comparado aos demais métodos (PROVIDENTI et al., 1993).

Nas aplicaces mais comuns da biorremediacdo, 0s microrganismos naturalmente
presentes nos solos ou aguas contaminados sdo estimulados a degradar os contaminantes
organicos, como os hidrocarbonetos, através da manipulacdo de condi¢fes ambientais tais
como suprimento de oxigénio, concentracdo de nutrientes e teor de umidade. O beneficio
desses processos ¢ a mineralizacdo do poluente, isto ¢, a transformagdo em géas carbdnico,

agua e biomassa (RISER-ROBERTS, 1998).

Entretanto, a utilizacdo da biorremediacdo pode ser limitada pela existéncia de
hidrocarbonetos ndo biodegradaveis e pela toxicidade apresentada pelos mesmos quando
presentes em altas concentragfes. Segundo Johnsen et al. (2005) a incapacidade dos
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microrganismos em metabolizar eficientemente certos hidrocarbonetos, a falta de nutrientes
para a microbiota degradadora e a baixa biodisponibilidade dos hidrocarbonetos aos

microrganismos sdo os principais fatores que inviabilizam a utilizagdo da técnica.

Além de contornar os problemas anteriormente citados, a lavagem do solo é uma
alternativa viavel como pré-tratamento para reduzir a quantidade de contaminante a ser
processado por outras tecnologias de descontaminacdo. A lavagem do solo pode ser aplicada
in situ ou ex situ (DENNIS et al., 1992; GRIFFITHS, 1995) e consiste na extragdo dos
contaminantes do solo por dissolugdo ou suspensdo deste em solugdes aquosas. Este tipo de
tratamento apresenta como vantagens altas taxas de remocdo em curto periodo de tempo
(ANDRADE et al., 2010) e a possibilidade de recuperar e reutilizar parte do combustivel
contaminante. Porém, a necessidade de tratamento adicional do efluente gerado neste
processo que eleva o custo da aplicacdo da tecnologia (R1ZZ0O, 2008).

Na busca de solu¢bes mais eficientes no tratamento de ambientes contaminados por
biodiesel, este trabalho teve como objetivos avaliar a remocdo da carga poluente do solo
combinando duas técnicas de tratamento (fisico e bioldgico), além de desenvolver um
processo além da escala laboratorial, empregando biorreator rotativo em escala piloto. O
tratamento fisico foi realizado por meio de um sistema de lavagem por agitacdo mecénica
utilizando turbina de Rushton com 6 péas e posterior adicdo de nutrientes e inoculacdo de
microrganismos no solo para tratamento de biorremediacdo. Para o tratamento bioldgico
foram construidos um biorreatores rotativo em escala laboratorial e em escala piloto

utilizando cargas de 0,3 kg e 15,0 kg de solo respectivamente.

Sumarizando, este trabalho possui como objetivos especificos: a) realizar a separacéo
do biodiesel do solo através de lavagem com agitacdo mecanica utilizando agua de reuso de
industria; b) recuperar o biodiesel retirado do solo; c) realizar a biorremediacdo do solo em
escala laboratorial e escala piloto; d) tratar o efluente gerado na lavagem do solo. Assim,
espera-se ofertar subsidios que proporcionem o desenvolvimento e aperfeicoamento da
utilizacdo de técnicas fisicas e bioldgicas conjugadas na remediacao de solo contaminado com

biodiesel.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producéo e caracterizagao do biodiesel

Biocombustiveis sdo derivados de biomassa renovavel, e podem substituir, parcial ou
totalmente, combustiveis derivados de petrdleo ou gas natural em motores a combustdo ou em
outro tipo de gerador de energia. Os dois principais biocombustiveis liquidos utilizados no
Brasil sdo o etanol extraido da cana de agUcar e, em escala crescente, o biodiesel que pode ser
usado puro ou misturado ao diesel em diversas propor¢des. A mistura (“blend”) de 2% de
biodiesel ao diesel de petréleo é chamada B2 e, assim sucessivamente, até o biodiesel puro,
denominado B100 (CNI, 2007).

A matéria prima utilizada para a producdo do biodiesel pode ser o 6leo vegetal ou
outros tipos de Oleos e gorduras. Opg¢des de matérias prima ecologicamente corretas como o
Oleo vegetal residual, normalmente descartado depois de utilizado em frituras, e os
subprodutos da producéo de carnes como sebo, banha de porco, graxa amarela e gordura de
frango, fontes de gordura animal, tém tido destaque em pesquisas atuais (MAGALHAES,
2101; MORAES, 2008; ZANETTI, 2012).

As propriedades fisico-quimicas do biodiesel variam conforme a composicdo de
acidos graxos do elemento empregado na sua producdo (LIN et al., 2011). De acordo com
dados de 2010, divulgados pela Agéncia Nacional de Petroleo, Géas Natural e

Biocombustiveis, a maior parte do biodiesel produzido no Brasil deriva do 6leo de soja.

Quimicamente, os Oleos e gorduras consistem em moléculas de triglicerideos,
constituidas por trés acidos graxos de cadeia longa ligados na forma de ésteres a uma
molécula de glicerol. Para viabilizar o uso de 6leos vegetais como combustivel alternativo,
métodos quimicos que modificam algumas de suas caracteristicas podem ser empregados,
como a microemulsificacdo e a pirolise (GERIS et al., 2007). No entanto, a transesterificacao
dos triglicerideos com alcodis de cadeia curta (Figura 2) é considerada a técnica de maior
aceitabilidade, pois produz biodiesel com propriedades similares as do diesel fossil
(DEMIRBAS, 2009). A Figura 3 mostra os principais processos relacionados a esta conversao

de biomassa.

Dentre os alcodis empregados na transesterificacdo de Oleos e gorduras, 0s mais
utilizados sdo metanol e etanol. O metanol é mais amplamente aplicado na producdo de

biodiesel em escala comercial e, por ser mais reativo, implica em menor temperatura e tempo



de reacdo. O etanol, além de ter producdo consolidada no Brasil, é consideravelmente menos
toxico, é renovavel e produz biodiesel com maior niimero de cetano e lubricidade (LOBO et
al., 2009).
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Figura 2. Reacdo de transesterificagdo para producdo de biodiesel (PALOMINO-ROMERO et al.,
2012).
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Figura 3. Principais processos de conversdo de biomassa. Adaptado de Demirbas (2008).

Apesar das propriedades do biodiesel possibilitar a substituicdo do diesel, a
composicdo gquimica destes dois combustiveis é bem diferente. O 6leo diesel é constituido
basicamente por hidrocarbonetos, apresentando em baixas concentracfes atomos de enxofre,
oxigénio e nitrogénio. A cadeia de hidrocarbonetos que forma o 6leo diesel varia, podendo
chegar até vinte e oito atomos de carbono. Ja o biodiesel é uma mistura de ésteres de acidos
graxos com monoalcodis de cadeia curta (SUAREZ et al.,, 2007), compostos de baixa
complexidade estrutural. O biodiesel possui predominantemente oito diferentes &cidos graxos

metil esterificados, € isento de enxofre e sua biodegradabilidade é favorecida pelas cadeias



C16-C1s (&cidos graxos), auséncia de moléculas aromaticas, propriedades higroscopicas e
disponibilidade de ligagdes éster de alta energia (PASSMAN; DOBRANIC, 2005). Porém,
apresenta também algumas wvulnerabilidades em relacdo ao petrodiesel, como a
susceptibilidade a deterioracdo em sistemas de estocagem e a liberagdo de Oxidos de
nitrogénio (NOx) durante sua combustdo (DEMIRBAS, 2009; PASSMAN; DOBRANIC,
2005). Ainda assim, o apelo ambiental vinculado ao seu uso tem fomentado a ampliagéo de

sua utilizag&o.

2.2 Insercdo do biodiesel na matriz energética

O primeiro uso documentado de 6leo vegetal como combustivel em um motor a diesel
ocorreu em 1900, na Exposi¢cdo Mundial de Paris, quando foi demonstrado o funcionamento
de um motor com 0Oleo de amendoim. No entanto, as pesquisas por fontes alternativas de
energia pouco avancaram até a primeira crise do petroleo, na década de 70 (KNOTHE, 2010).
Nesta época foram criados varios programas de desenvolvimento de energias renovaveis, de
economia de energia, de uso da energia nuclear, do gas natural e do carvdao mineral. Este
quadro se manteve até meados dos anos 80, quando o preco do petroleo caiu
consideravelmente e o interesse pelos substitutos do insumo fossil diminuiu devido ao custo

dos subsidios necessarios para manté-los no mercado (LEITE; LEAL, 2007).

Recentemente, novas questdes despertaram o interesse pelos biocombustiveis, como a
diminuicdo da dependéncia externa do petrdleo, por razdes de seguranca de suprimento ou
impacto na balanca comercial; minimizacéo dos efeitos das emissdes veiculares na poluicéo; e

o0 controle da concentracao de gases de efeito estufa na atmosfera (LEITE; LEAL, 2007).

Atualmente, o Brasil esta entre os maiores produtores e consumidores de biodiesel no
mundo. Com capacidade instalada de 7,5 bilhdes de litros, a producao anual em 2013 foi de
2,9 bilhdes de litros. Com isso, aproximadamente 45% da energia e 18% dos combustiveis
consumidos no pais sdo renovaveis. O Plano Nacional de Energia 2030, desenvolvido pelo
Ministério das Minas e Energia, projeta um cenario de comercializacdo da mistura B8, em
detrimento a atual B7, em 2020, e da B12 em 2030 (MME, 2014).

2.3 Contaminacdo ambiental por combustiveis e legislacdo vigente

O solo é reconhecido como um recurso natural basico, sendo um componente
fundamental dos ecossistemas e dos ciclos naturais, um reservatorio de agua, um suporte

essencial da atividade agricola e um espaco para as atividades humanas. No entanto, a
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integridade desse recurso pode, algumas vezes, ser comprometida por atividades
antropogénicas inerentes ao desenvolvimento socioecondmico da humanidade, quando as
mesmas sdo realizadas sem o0 comprometimento com a preservagdo ambiental (R1ZZO, 2008).

Qualquer substancia indesejada introduzida ao ambiente é chamada de contaminante e
os efeitos causados por ele levam a poluicdo, condicdo em que um recurso natural é
considerado ndo adequado ao uso (MEGHARAJ et al.,, 2011). A contaminacdo do solo
consiste na deposicgéo, disposicao, descarga, infiltracdo, acumulacgdo, injecdo ou aterramento
de substancias ou produtos poluentes, em estado sélido, liquido ou gasoso. Assim, pode-se
concluir que o solo sera contaminado sempre que houver adicdo de compostos que
modifiquem suas caracteristicas naturais, podendo ocorrer nas etapas de producéo, transporte,

armazenagem e manipulacdo dos combustiveis.

Segundo um histérico de acidentes relacionado ao transporte de cargas perigosas no
estado do Rio Grande do Sul, foram registrados pela Fundacdo Estadual de Protecéo
Ambiental (FEPAM), de janeiro de 1994 a maio de 2010, 475 acidentes rodoviarios com
produtos quimicos de diversas origens. Aproximadamente 25% desse total relacionados ao
derramamento de combustiveis, sendo o solo o compartimento ambiental mais impactado
(MEYER, 2011). Além dos derrames acidentais, a qualidade do solo tem sido afetada por
contaminacdes cronicas decorrentes de vazamentos nos tanques de armazenagem e tubulagdes
de postos de combustiveis (COUTINHO; GOMES, 2006).

Sanches (1998) aponta trés problemas gerados pela contaminacdo do solo por
hidrocarbonetos: existéncia de riscos a seguranca das pessoas e das propriedades, riscos a
salde publica e dos ecossistemas e restricdes ao desenvolvimento urbano e imobiliario.
Segundo Gibotti (1999), a ocorréncia de vazamentos de combustiveis configura perigo
constante de incéndio ou explosdo nos locais atingidos. Vapores de gasolina podem explodir
sem ignicdo prévia ao atingirem concentra¢6es da ordem de 1,4% (14.000 ppm) no ar, quando

a mistura de combustivel mais comburente € suficiente para que haja combustdo espontanea.

Além destes problemas, é importante ressaltar que a recuperacdo de areas
contaminadas € uma tarefa complexa e bastante demorada, e em alguns casos ndo se consegue

atingir os limites permitidos pela legislacdo ou pelos 6rgdos ambientais.

A érea é classificada como area contaminada quando se constatar a presenca de
contaminantes em concentragdes acima dos “valores de intervengdo” (concentracdo de
determinada substancia no solo acima da qual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, a
saide humana), indicando a necessidade de agBes para resguardar os receptores de risco,
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devendo seguir os procedimentos de gerenciamento de areas contaminadas (CETESB, 2005).
Os valores de TPH (hidrocarbonetos totais de petroleo) tem como valores de intervencdo para
solo e agua, fixados em 1.000 mg/kg ¢ 600 pg/L, respectivamente (CETESB, 2007).

Recentemente, um importante marco legal foi estabelecido, consolidando o
crescimento do pais no que diz respeito a leis ambientais. Em dezembro de 2009, foi
publicada a Resolugdio CONAMA n° 420, primeira regulamentacdo federal sobre
gerenciamento de areas contaminadas, tendo como referéncia os parametros utilizados pela
Lista Holandesa e pela CETESB.

2.4  Técnicas de remediacdo aplicadas a areas contaminadas

Atualmente, a sociedade se apresenta mais preocupada e conscientizada nas questdes
que dizem respeito a0 meio ambiente. Tal quadro exige maior atuacdo das autoridades,

gerando uma demanda crescente em relagdo ao gerenciamento de areas contaminadas.

Por esse motivo, diversas tecnologias de remediacdo tém sido desenvolvidas com o
objetivo de restaurar a qualidade do solo e da 4gua contaminada. A selecdo de tecnologias a
serem utilizadas baseia-se fundamentalmente no conhecimento das caracteristicas fisico-
quimicas do contaminante, volume vazado, tempo de vazamento, caracterizacdo geologica e
hidrogeologia do local e analise do meio fisico superficial e subterraneo (SPILBORGHS,
1997). A Figura 4 mostra as formas fisicas dos contaminantes organicos que varia de acordo

com o tipo de solo contaminado, segundo Volkering et al. (1998).
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Figura 4. Diferentes formas fisicas de contaminantes organicos no solo, segundo Volkering et al.
(1998).



Na remediacdo de areas contaminadas, podem ser aplicados diferentes processos. A
principio, pode se diferenciar duas ideias basicas: medidas passivas ou medidas ativas.
Medidas passivas, como barreiras hidraulicas e encapsulamento, visam evitar o espalhamento
dos contaminantes, contudo, sdo consideradas solu¢des temporarias. Em contrapartida, as
medidas ativas retiram ou eliminam os contaminantes até o limite aceitadvel (COOKSON,
1995).

Embora existam diversas tecnologia aplicaveis, o processo de remediacdo
inevitavelmente resultard na mudanca das funcGes naturais do meio, seja permanente ou
temporariamente. Zhu et al. (2010) afirmam que solos que apresentam baixo grau de
contaminagdo por compostos organicos poderiam passar apenas por processos que diminuam
a disponibilidade ou restrinjam a mobilidade dos poluentes. Para tanto, metodos de
estabilizacdo e mobilizacdo funcionariam como tecnologias de mitigacédo, sendo suficientes
para sanar contaminacdes dessa magnitude. Entretanto, diante de sitios altamente impactados,
abordagens mitigadoras ndo seriam a melhor opcao, havendo a necessidade de recuperar o

meio através de técnicas de remediacdo (ZHU et al., 2010).

As medidas de descontaminacdo sdo diferenciadas em processos in situ e ex-situ. Os
processos in situ tratam os contaminantes no local e diretamente no solo, evitando assim a
escavacao do mesmo. Quando ha escavacdo do solo e tratamento externo, € denominado
remediacdo ex-situ. Neste caso, diferencia-se ainda entre tratamento diretamente no local e
tratamento numa estacdo de tratamento. Independente da aplicagcdo da técnica in situ ou ex-
situ, o controle do processo tem um papel importante no sucesso da remediacdo. Por causa da

heterogeneidade do solo, este controle no processo in situ torna-se bem mais complexo.

A decisdo a favor de medidas in situ ou ex-situ depende, principalmente, das
condicdes econbmicas e técnicas e do tempo disponivel. A remediagdo “in situ” ¢é realizada no
proprio local, sem que haja remocdo de material contaminado, evitando custos e distarbios
ambientais associados com o movimento de solos e dguas que estdo contaminados para outros
locais destinados ao tratamento. O longo tempo de tratamento necessario para atingir o
objetivo da remediacdo pode ser a grande desvantagem quando o local ndo pode ser
reaproveitado em tempo habil (BERGER, 2005).

Ainda que as técnicas convencionais de remediacdo estejam mais disseminadas e
tenham avancado tecnologicamente nos Gltimos anos, elas ainda contam com altos custos de

execucdo (Tabela 1).



Tabela 1. Custos de métodos de remediacdo de solo contaminado com compostos orgéanicos
(ZHU et al., 2010).

Tipodetratamento  Faixasde custo ($.ton* solo)

Remediagao fisica 120 - 1500
Remediacao quimica 80 - 440
Biorremediagao in situ 50 - 150

2.4.1 Tecnologias de tratamento ex-situ

- “Landfarming”: tecnologia normalmente utilizada para o tratamento de residuos
industriais perigosos. Os residuos sdo dispostos em células de tratamento de grandes
dimensbGes e misturados a camada superficial do solo, na qual encontra-se uma maior
atividade microbiana. O solo sofre frequente revolvimento e aragem com objetivo de suprir o
oxigénio necessario a atividade microbiana. Da mesma forma, para a manutencdo da atividade
microbiana, o pH, a umidade e as concentracdes de nutrientes sdo corrigidos periodicamente
(R1ZZ0, 2008).

- Biopilhas: tecnologia variante do “landfarming”, baseando-se, no entanto, em um
sistema mais complexo que permite o controle da perda de compostos volateis durante a fase
operacional e a introducéo de agua, nutrientes e oxigénio. A tecnologia de biopilhas envolve a
construcdo de células ou pilhas de solo contaminado de forma a estimular a atividade
microbiana aerdbica dentro da pilha através de uma aeracdo muito eficiente. Esse tipo de
sistema ndo permite a frequente mistura do solo para suprir limitacbes referentes a

heterogeneidade e a disponibilizacdo de nutrientes e contaminantes (R1ZZO, 2008).

- Biorreatores: Os biorreatores facilitam o controle do processo de biodegradagido dos
poluentes no solo, facilitando a aclimatacdo da microbiota e o desenvolvimento dos
microrganismos. Além disso, maximizam as taxas de degradacdo atraveés da reducdo ou
eliminacdo dos poluentes (R1ZZO, 2008). O emprego dos biorreatores vem surgindo como
uma tecnologia vidvel e decisiva para tratamento de solo contaminado com compostos
organicos (URURAHY, 1998). O tipo de biorreator mais comum para o tratamento de solos
contaminados sdo os reatores de lama ou “slurry reactors”. Neste, apds escavacdo e
peneiramento, o solo contaminado é misturado a uma fase aquosa (que pode conter
microrganismos e/ou nutrientes e/ou surfactantes). A "lama" gerada contém mais ou menos
solidos (de 10 a 40% p/p) em funcdo do tipo de solo, dos equipamentos de agitacdo e do

sistema de aeracdo disponiveis. A lama tratada normalmente é desidratada ou pode ser
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submetida a biorremediacdo em fase sélida. Uma outra op¢do em termos de configuracdo de
biorreatores, sdo os de fase sélida, onde trabalha-se com teores reduzidos de umidade no solo
(10 — 20 %).

2.4.2 Tecnologias de tratamento in situ

- "Bioventing" (ou Bioventilagdo): tecnologia baseada na introdu¢do de ar na zona
insaturada do solo, suprindo assim a necessidade de oxigénio requerida pelo processo da

biodegradagdo aerobia.

- “Air Sparging” e "Biosparging" : tecnologias semelhantes ao “Bioventing”, porém o
ar ¢ introduzido na zona saturada, isto €, no lengol freatico. A proposta ¢ ndo somente suprir
as necessidades de oxigénio, mas também transferir os poluentes volateis para a zona
insaturada na qual se encontram os microrganismos capazes de degrada-los. Além da injecéo
de ar, nutrientes podem ser injetados (“biosparging”) com o objetivo de aumentar a
biodegradagdo dos contaminantes (R1ZZ0O, 2008).

- “Bioslurping” (Extra¢do multifasica): ¢ uma nova tecnologia de remedia¢dao que
associa elementos de “bioventing” e bombeamento para recuperagdo dos contaminantes livres
de aguas subterrdneas e solos onde ocorre a extragdo simultanea das diversas fases dos
hidrocarbonetos a partir da aplicacdo de alto vacuo em pocos de extracdo. Tanto a fase vapor
quanto a fase liquida extraida sdo encaminhadas para sistemas de separacdao especificos
(separadores agua/dleo, separadores de vapores/liquidos). Além disso, o fluxo de ar gerado
pela extracdo dos vapores pelo tubo promove a aeracdo da zona insaturada, aumentando o

contetdo de oxigénio e a taxa de degradacdo aerobia (R1ZZO, 2008).

- Atenuacdo natural monitorada: processo de tratamento ndo monitorado baseado em
processos naturais biolégicos, quimicos e fisicos, sendo apenas realizado monitoramento
regular da concentracdo do contaminante. O processo ocorre sem intervencdo humana de
forma a conter a expansdo da contaminacdo, reduzindo a massa, a toxicidade, o volume ou

concentracdo dos contaminantes.

- Fitorremediagdo: tecnologia que envolve a utilizagdo de vegetais superiores,
diretamente ou indiretamente, resultando em remocdo ou degradacdo do poluente. Esse
processo pode ocorrer através da remocdo do poluente pela prépria planta ou pela degradacgéo
do poluente pelos microrganismos que colonizam as suas raizes ou que estdo em uma porc¢ado
do solo bem préxima destas. O baixo custo € uma vantagem, porém, o tempo para que se

observem os resultados pode ser longo, pois depende do ciclo vital da planta. Além disso, a
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concentragdo do poluente e a presenga de outras toxinas devem estar dentro dos limites de
toleréncia da planta (R1ZZ0O, 2008).

2.5 Tratamento quimico

As técnicas de remediacdo quimica incluem principalmente a aplicacdo de agentes
oxidantes ou solventes para extragdo dos contaminantes do solo. Podem ser citados como
exemplos: extracdo por solvente e processos oxidativos avangados (POA). De acordo com 0s
compostos poluentes envolvidos, diferentes substancias podem ser utilizadas, como peroxido
de hidrogénio, etanol, metanol, surfactantes, 6leos vegetais, ciclohexano ou diclorometano
(ZHU et al., 2010).

Dentre 0s processos quimicos emergentes para o tratamento de solos, 0s processos
oxidativos avancados (POA) destacam-se como uma alternativa promissora, pois, envolvem a
geracdo de especies quimicas radicalares e altamente oxidantes, como o radical hidroxila
(OHe). Esses radicais sdo eficientes na degradacdo de diversos compostos toxicos,
recalcitrantes e contaminantes de dificil degradacdo, em curto periodo de tempo, como 0s
hidrocarbonetos de petrdleo, além de apresentarem baixos custos operacionais. Os POA, em
funcdo de suas eficiéncias comprovadas na degradacdo de contaminantes de petréleo e seus
derivados, representam, atualmente, uma alternativa importante para a mitigacdo de
problemas ambientais (ANDRADE, 2005).

2.6 Tratamento fisico

Os métodos fisicos fundamentam-se no principio tecnologico da transferéncia do
contaminante do solo para um sequestrador (ou captador) na fase liquida ou gasosa. Como
resultado do tratamento obtém-se o solo tratado e 0s contaminantes concentrados. Este tipo de
tratamento pode ser realizado empregando altas temperaturas, energia cinética ou campos
elétricos. Sdo as caracteristicas do contaminante que determinam a opc¢do mais adequada.
Enquanto a remediacdo térmica seria apropriada ao tratamento de compostos volateis,
semivolateis ou termicamente instaveis, a remediacdo eletrocinética seria recomendada para
descontaminacdo de locais impactados por compostos iénicos (ZHU et al., 2010). Opcdes de

tratamentos fisicos sdo citados na sequéncia.

- Extracdo de vapores: a extracdo de vapores no solo, também conhecida como SVE

(“Soil Vapor Extraction™), é uma técnica de remediagcdo comumente empregada no tratamento
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de solos contaminados, porém, deve-se ressaltar que essa técnica € aplicada somente a “zona
ndo-saturada” (zona que se situa imediatamente abaixo da superficie topogréfica e acima do
nivel freatico) onde os espacos entre as particulas estdo parcialmente preenchidos por gases,
essencialmente ar atmosférico e vapor de agua, e por 4gua. De modo geral, a SVE baseia-se
na aplicacdo de vacuo em pontos estratégicos do solo, a fim de induzir o fluxo controlado de
ar e, entdo, remover 0s contaminantes presentes no solo, sobretudo, nas regides da
subsuperficie. Nessa técnica, 0s gases extraidos devem, obrigatoriamente, passar por etapas de
tratamento de vapores, antes de serem lancados para a atmosfera (ANDRADE et al., 2010).

- Remediacdo eletrocinética: processo que remove metais e compostos organicos de
solos com baixa permeabilidade. Utiliza processos eletroquimicos e eletrocinéticos para

liberar contaminantes metalicos e organicos polares adsorvidos.

- Encapsulamento e solidificacdo: a técnica de microencapsulamento € uma das mais
utilizadas para tratamento de solos impactados com altas concentracfes de hidrocarbonetos.
Nesta técnica utilizam se dois tipos de produtos: um emulsificante e um composto a base de
silica. A aplicagéo do primeiro produto promove a emulsificacdo do hidrocarboneto, enquanto
a silica reage com o hidrocarboneto emulsionado formando um produto ndo solavel, o que
garante a reducdo da mobilidade do hidrocarboneto e da toxicidade (RISER-ROBERTS,
1998).

- Lavagem do solo: a lavagem do solo (“soil flushing” ou “soil washing”) ¢ uma
técnica que consiste na extragdo dos contaminantes do solo por dissolucdo, suspensdo em
solugBes aquosas ou através da reacdo quimica com o liquido que passa através do solo
contaminado. Esta técnica permite a remogéo de compostos organicos, inorganicos, metais e
substancias radioativas, podendo a sua eficiéncia ser aumentada recorrendo ao uso de
aditivos. Os métodos mecanicos geralmente envolvem agitacdo intensiva de uma suspensao
em que o solo contaminado é limpo pelo atrito gerado entre as particulas. Apos a lavagem, os
hidrocarbonetos retirados do solo formam emulsdes na agua de lavagem. O sistema de

lavagem de solo é mostrado esquematicamente na Figura 5.
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Figura 5. Esquema do sistema de lavagem do solo.

O agitador proporciona uma mistura continua do solo contaminado com a solucédo
extratora. As particulas de solo se chocam umas com as outras € a energia gerada pela tensao
cisalhante faz com que as moléculas de 6leo se desprendam do solo. A diferenca na densidade
entre a 4gua e o biodiesel proporciona a flutuacéo do 6leo para a superficie.

Uma vantagem adicional é que o custo e a manutencdo do equipamento pode ser
significativamente mais baixo do que aqueles dos outros sistemas. Esta técnica € muitas vezes
considerada um pré-tratamento utilizado para reducéo da quantidade de material contaminado
a ser processado por outras tecnologias de descontaminacdo (SMITH et al., 1993). Existem
duas formas de aplicacdo da lavagem do solo, no proprio local (in situ) ou em reatores. A
forma in situ ndo é muito aplicada devido a dificuldade de estabelecer condi¢Ges operacionais

seguras (CETESB, 2007). A Figura 6 representa um esquema de lavagem de solo ex-situ.

l Agua de redso

Reagentes

Agua de

Estacdo de i
- lavagem Agua tratada
S Processo de
3 lavagem do sole
i)
S

Solo
contaminado

Solo a ser destinado a
um segundo método de
tratamento

I
.. Solo tratado L
. gid C .. e

Figura 6. Esquema do processo de lavagem de solo ex-situ (Adaptado de SHENKER, 2010).
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2.7 Tratamento biolégico

Nas duas Ultimas décadas, a aplicacdo de processos biologicos ao tratamento de solos
contaminados por hidrocarbonetos de petroleo tem despertado grande interesse da
comunidade académica e industrial (SEABRA, 2008). No entanto, poucos trabalhos deram
énfase a presenca do biodiesel como contaminante. Estudos disponiveis na literatura
permitem afirmar que o biodiesel, puro ou misturado a outros combustiveis, como
contaminante apresenta resultados particulares de remocéao ou toxicidade (LAPINSKIENE et
al., 2006; LEME et al., 2012).

Comparativamente as tecnologias convencionais de remediacdo, esta técnica possui
vasta aplicabilidade, baixos custos operacionais €, embora 0 processo seja longo na maioria
dos casos, é eficiente na transformagdo de contaminantes em substancias indcuas (MADSEN,
1991; SCRAGG, 2005; ZHANG et al., 2010). Entretanto, este € um procedimento complexo,
pois a interacdo solo-microrganismo-contaminante é essencial para que a técnica tenha

efetividade.

A metabolizacdo de poluentes organicos por organismos vivos compde a base
fundamental da biorremediacdo. Ao fazerem uso dessa fonte de energia disponivel, o0s
microrganismos podem promover a transformacao de moléculas contaminantes em compostos
menos toxicos e complexos, por meio de uma degradacdo parcial, ou produzir compostos
quimicos simples, como CO,, H,O e NHs, através da mineralizacdo da molécula organica
(GAYLARDE et al., 2005; JACQUES et al., 2010; MEGHARAJJ et al., 2011; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

A variedade de compostos poluentes que um sitio pode apresentar implica a presenca
de uma comunidade degradadora de ampla diversidade catabdlica. Assim, quando uma
situacdo de contaminacdo é simulada em laboratério, a utilizacdo de consércios microbianos
ao invés do uso de culturas puras € mais vantajosa, pois prové essa diversidade metabdlica
necessaria para um tratamento efetivo (TYAGI et al., 2011). Essa perspectiva tem sido
confirmada pelos bons resultados obtidos em diversos trabalhos, tanto em solo (JACQUES et
al., 2007) quanto em meio liquido (CERQUEIRA, 2011). O efeito de interacdes sinérgicas
entre 0s membros da associacdo contribui para a completa mineralizacdo dos contaminantes,
em que determinado grupo de microrganismos pode remover metabolitos que sdo toxicos a
outro grupo ou ainda utilizar produtos de degradacdo como seu substrato (MUKRED et al.,
2008).
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O estabelecimento de condi¢gbes ambientais adequadas € fundamental para que o
processo de biorremediacéo ocorra de forma eficaz. Caso isto ndo aconteca, o crescimento e a
sobrevivéncia dos microrganismos envolvidos no processo de degradagédo serdo afetados e,
consequentemente, a biorremediacdo dos compostos poluentes ficard comprometida. Do
ponto de vista pratico, segundo Moreira e Siqueira (2006), a biorremediacéo é fundamentada
em trés aspectos microbioldgicos principais: a existéncia de microrganismos com capacidade
catabllica para degradar o contaminante; a disponibilidade ou a acessibilidade do
contaminante ao ataque microbiano ou enzimatico; a existéncia de condi¢cBes ambientais

adequadas para o crescimento e atividade do agente biorremediador.

Providenti et al. (1993) afirmam que as condi¢cGes ambientais podem afetar o0 processo
de biodegradacdo em dois niveis: influenciando o crescimento e a atividade microbiana; e/ou
influenciando as propriedades fisicas e quimicas dos poluentes. Os efeitos das diferentes
condi¢Ges ambientais impostas ao sistema podem ser interativos, o que torna dificil prever um
modelo de comportamento do mesmo. A otimizacdo das condigdes ambientais €, portanto,
uma etapa fundamental no desenvolvimento de qualquer tecnologia a ser adotada no processo

de biorremediacéo de solos contaminados.

Como ja mencionado para outros tratamentos, a biorremediacdo também pode ser
realizada in situ ou ex-situ. Dentre as duas possibilidades, a biorremediacdo in situ é o
procedimento que oferece 0s menores custos de execugdo e manutencdo e 0S mais baixos
riscos de exposicdo aos poluentes. Além disso, € 0 método que promove a restauracdo das
funcbes ecoldgicas do ambiente em maior grau por causar um distirbio menos expressivo
durante a fase de tratamento (JORGENSEN, 2007). No entanto, cada uma das abordagens

possui vantagens e desvantagens que devem ser ponderadas a cada nova situacéo.
2.7.1 Fatores que afetam a biorremediacdo

Todas as aplicacdes de biorremediacdo sdo dependentes da especificidade e condi¢bes
do ambiente ou da matriz em que a contaminacdo é encontrada. O meio ambiente e a situacao
da matriz geralmente deve ser analisado antes da escolha do método de tratamento. Por
exemplo, alguns microrganismos necessitam de propriedades especificas a fim de serem
eficazes, e alguns compostos tém de ser tratados sob certas condicdes (por exemplo, em
condicdes aerdbias e/ou anaerdbias) (USEPA, 1997). Os principais fatores que precisam ser

monitorados/ajustados durante um processo de biorremediacdo estdo descritos a seguir.
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- Temperatura: a temperatura é um dos fatores ambientais mais importantes que
influenciam a atividade e a sobrevivéncia dos microrganismos (CORSEUIL; ALVAREZ,
1996). Muitos microrganismos heterotroficos sdo capazes de degradar hidrocarbonetos dentro
de uma ampla faixa de temperatura, porém, baixas temperaturas diminuem a fluidez e a
permeabilidade da membrana celular, que controla o transporte de nutrientes e contaminantes
entre o0 meio exterior e o interior da célula microbiana. Altas temperaturas sdo associadas com
atividades enzimaticas mais altas e taxas de biodegrada¢do mais rapidas, até um valor que é
especifico de cada espécie, mas, se a temperatura aumenta muito acima do valor 6timo,
proteinas, enzimas e acidos nucléicos tornam-se desnaturados e inativos. A faixa de 30 a 40°C
¢ considerada ideal na biodegradagdo dos hidrocarbonetos (ALEXANDER, 1999; LEAHY;
COLWELL, 1990; MIROSLAV; HORAKOVA, 1996).

- pH: a maioria dos solos apresenta valor de pH na faixa entre 4,0 e 8,5. As camadas
superficiais dos solos, em regides de clima Umido, tendem a ser mais &acidos devido a
lixiviagdo dos compostos formados pela decomposicdo da matéria organica. Por outro lado,
em regides de clima seco, o solo tende a apresentar um carater alcalino (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). A diversidade metabdlica dos microrganismos permite que fungos e
bactérias apresentem pH 6timo desde extremamente acido até extremamente basico. A maior
parte dos microrganismos envolvidos no processo de biorremediacéo, a faixa de pH favoravel
ao seu crescimento ¢ de 6,0 a 8,0, quando a biodegradagao tende a ser mais rapida
(ALEXANDER, 1999; ATLAS, 1984). Em ambientes de extrema acidez ou alcalinidade, a

atividade microbiana decai.

- Caracteristicas do solo: a composicdo quimica confere ao solo diferentes
caracteristicas, principalmente relacionadas a consisténcia, textura, porosidade,
permeabilidade e coloracdo (OLIVEIRA, 2008). Elektorowicz (1993) destaca a importancia
da textura e da porosidade do solo para o sucesso do processo de biorremediacdo, ja que os
mesmos influenciam diretamente a densidade e permeabilidade e assim no comportamento
dos gases e da agua no solo. O tamanho das particulas de solo também interfere na textura do
solo, sendo as principais particulas aquelas com tamanho inferior a 2 mm (areia, silte e
argila). A proporgdo das particulas de areia, silte e argila é adotada para classificacdo dos
solos em trés grandes grupos: arenoso, siltuoso e argiloso. Na escala de textura, as particulas
de areia sdo as maiores (2,0 a 0,05 mm) e devido ao seu tamanho e suas interacées quimicas,
0s solos com alto teor de areia apresentam alta permeabilidade e porosidade (OLIVEIRA,

2008). As particulas de silte, com diametro entre 0,05 e 0,002 mm, apresentam fortes
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interacOes entre si, 0 que faz com que, em comparagdo com as particulas de areia, apresentem
menor permeabilidade e maior capacidade de retencdo de agua (OLIVEIRA, 2008). Devido a
essas caracteristicas, solos arenosos podem ser tratados mais facilmente do que solos com
fracBes mais finas (silte e argila). A textura também influencia a capacidade de retencéo dos
contaminantes, uma vez que 0s solos argilosos sdo capazes de reter, através de adsor¢do, mais
contaminantes do que solos arenosos (SCHEFFER et al., 1998). Em resumo, quanto maior a
permeabilidade, mais facil € a distribuicdo dos nutrientes e do receptor de elétrons no solo
contaminado e na dgua subterranea. Entretanto, estas condi¢fes tendem a ampliar a extensao
da contaminagdo. Assim, areia e cascalho sdo os materiais mais favordveis para o transporte

de nutriente enquanto as argilas sdo 0s menos favoraveis.

- Umidade, aeracao e salinidade: o teor de oxigénio dissolvido é um fator limitante nos
processos de biorremediacdo de petréleo no solo, visto que o catabolismo dos hidrocarbonetos
alifaticos, ciclicos e aromaticos por bactérias e fungos inicia-se a partir de reagdes catalisadas
por enzimas mono e dioxigenases (ATLAS, 1984; BARTHA, 1986; CRAVO JR., 1998). A
umidade é um dos fatores fisico-quimicos que mais afetam a vida microbiana no solo ja que
0s microrganismos requerem uma quantidade razoavel de agua para o seu crescimento.
Geralmente em solos contaminados com 6leo cru a taxa de biodegrada¢do aumenta com o
ajuste da umidade entre 30 e 90% do valor da capacidade de retencdo de liquido. Porém, o
valor 6timo de umidade dependera das propriedades do solo e do contaminante em questao
(ALEXANDER, 1999). Altos indices de salinidade e, de um modo geral, solos com alto teor
de salinidade constituem um meio desfavoravel para a maioria dos microrganismos, pois a
salinidade inibe parcial ou totalmente a funcdo dos microrganismos teluricos (bactéria,

actinomicetos, fungos, algas e protozoarios) (ALEXANDER, 1999).

- Nutrientes: os nutrientes basicos exigidos para o desenvolvimento microbiano sao o
nitrogénio, fosforo, enxofre e, em baixo nivel, diversos metais (Fe, Mn, etc.), podendo variar
de acordo com o poluente. Depois da fonte de carbono, o nitrogénio (N) e o fosforo (P) séo os
elementos essenciais ao crescimento celular, sendo que na maioria das vezes, a velocidade de
degradacdo de alguns hidrocarbonetos ¢ influenciada pela presenca de N e P no solo.
Geralmente, em ambientes contaminados por hidrocarbonetos de petroleo, as fontes de N e P
estdo em quantidades inadequadas para o crescimento microbiano, tendo em vista a elevada
quantidade de carbono disponivel a ser degradado (MIROSLAV; HORAKOVA, 1996).

- Disponibilizagdo dos contaminantes: a biodegradagdo dos hidrocarbonetos ocorre

num sistema multifasico envolvendo gases (O,/CO;), material organico insolivel em agua,
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sais dissolvidos e microrganismos. A variada composicdo dos combustiveis interfere na
atividade dos microrganismos. Alguns hidrocarbonetos alifaticos sdo considerados insoluveis
em meios aquosos e a solubilidade desses compostos ¢ inversamente proporcional ao peso
molecular, ou seja, quanto maior o peso molecular menor a solubilidade, menor a
disponibilidade desses compostos para a agdo dos microrganismos ¢ menor a taxa de

biodegrada¢ao (ROSENBERG, 1993).

- Tipo de contaminante: a estrutura quimica dos poluentes organicos tem uma
profunda influéncia na habilidade dos microrganismos metabolizarem estas moléculas,
especialmente com respeito as taxas e extensdo da biodegradag¢dao. Alguns compostos
organicos sdo rapidamente biodegradados enquanto outros sdo recalcitrantes (ndo
biodegradaveis). Hidrocarbonetos com baixo a médio peso molecular e alcoois sdo exemplos
de compostos facilmente biodegradaveis. Compostos xenobidticos (compostos quimicos
fabricados pelo homem), especialmente hidrocarbonetos halogenados, tendem a ser resistentes
a biodegradacdo. Geralmente, compostos ramificados e polinucleados sé@o mais dificeis para
degradar que moléculas monoaromaticas ou com cadeias simples, e aumentando o grau de
halogenacdo da molécula, diminui-se a biodegradabilidade (ALEXANDER, 1965 apud
ATLAS, 1997).

- Concentragdo do contaminante: a concentracdo do contaminante acima do nivel de
tolerancia a toxicidade dos microrganismos fard com que a biodegradagdo seja ineficaz ou,
em outro caso, a populacdo microbiana pode ndo sobreviver por causa das concentracdes de

contaminantes serem muito baixas para sustenta-la (USEPA, 1997).
2.8 Estratégias de aumento da eficacia dos processos de biorremediacao

Vérios fatores relacionados ao contaminante e ao ambiente contaminado podem
limitar a extensdo dos processos de biodegradacdo. O estabelecimento de condig¢des
ambientais adequadas ¢ fundamental para que o processo de biorremediacdo aconteca de
forma eficaz. Caso isto ndo ocorra 0 crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos
envolvidos no processo serdo severamente afetados e, consequentemente, a biodegradacao
dos compostos poluentes ficard comprometida. Estratégias de biorremediagdo envolvendo o
aumento da atividade microbiana podem ser empregadas em ambientes contaminados, a fim
de acelerar o processo natural de biodegrada¢do desses compostos. Dentre estas, as mais
utilizadas para superar as limitacGes da atividade microbiana e, consequentemente, acelerar a
degradacdo dos hidrocarbonetos poluentes estdo: bioestimulo, bioaumento ou
bioenriquecimento, adicdo de surfactantes e adicdo de material estruturante.
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2.8.1 Bioestimulo

O solo ¢ um ecossistema composto por um elevado nimero de organismos, com
predominancia de microrganismos em termos quantitativos e em diversidade de espécies
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A microbiota autdctone dos solos engloba seres procariotos
(archaeas e bactérias) e eucariotos (fungos, microalgas e protozoarios).

A bioestimulacdo busca especialmente instigar o crescimento da populagdo
microbiana nativa. Isto ocorre fundamentalmente, pelo condicionamento do habitat natural
desses microrganismos (ANDRADE et al., 2010). Esta técnica consiste na adi¢do de
nutrientes essenciais ao metabolismo dos microrganismos — carbono, nitrogénio e fosforo, e
na correcdo de parametros como oxigénio, pH, temperatura e umidade de forma a estimular o
seu crescimento no solo contaminado e consequentemente a remogdo dos compostos

contaminantes.

A Dbioestimulacdo de populagbes de microrganismos autdctones com o objetivo de
aumentar as taxas de biodegradagdo ¢ frequentemente empregada em projetos de
biorremediacdo (ATLAS, 1997). Para se utilizar o processo de bioestimulagcdo, deve-se
demonstrar que existe no local contaminado uma populacdo natural de microrganismos
capazes de biodegradar os contaminantes presentes e que as condicdes ambientais séo

insuficientes para se obter altas taxas de atividade microbioldgica dessa populacéo.

Algumas limita¢des naturais comuns a biodegradagdo de poluentes sdo: altos niveis de
concentracdo de poluentes, falta de oxigénio, pH desfavoravel, falta de nutrientes minerais,
baixa umidade e temperaturas desfavoraveis. Uma variedade de métodos que modificam as
condices ambientais podem ser utilizados para melhorar as taxas das atividades
biodegradadoras da populacdo microbiologica autéctone. Uma vez que as condi¢des naturais
limitantes sdo corrigidas, a distribuicdo natural existente de microrganismos permite, em

muitos casos, um enriquecimento espontaneo de microrganismos apropriados.
2.8.2 Bioaumento e bioenriquecimento

A bioaumentacdo é caracterizada pelo aumento da microbiota nativa através da
inoculacdo de microrganismos exdgenos (aléctones). Estes microrganismos sdo pertencentes a
espécie ndo nativa de determinada regido biogeogréfica, introduzidos em um ecossistema,
podendo persistir e até reproduzir-se por um tempo, participando ou ndo de interacoes e de
transformacdes ecoldgicas (ANDRADE et. al., 2010).
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A introducdo de microrganismos ndo aloctones pode ser considerada em locais onde,
apos a contagem das bactérias heterotroficas totais e fungos, foi identificada uma insuficiéncia
de microrganismos autdctones para a biodegradacao do residuo perigoso em questdao, mesmo
apos a tentativa da bioestimulacdo (SPILBORGHS, 1997). Assim, essa técnica tem como
objetivo acelerar ou estimular a biodegradagdo através da intensificagdo do crescimento

microbiano tanto quanto também pela otimizacdo do ambiente em questéo.

De acordo com CORSEUIL (1994), a presenca de biomassa autdctone insuficiente
para a degradacdo dos contaminantes é considerado um fator limitante da biorremediacao.
Baixas populagdes de microrganismos tipicamente presentes no solo podem resultar em
significantes periodos de retardos antes do inicio mensuravel da biodegradagdo, mesmo em
condicdes favoraveis de oxigénio e nutrientes. O autor observou que estes retardos (periodos
para 0 desenvolvimento da populacdo) variaram inversamente com 0 nudmero de
microrganismos inicialmente presentes no solo, 0 que sugere a necessidade da obtencdo de

concentracgdes criticas de biomassa.

Leavitt e Brown (1994) fizeram um estudo comparativo entre a bioestimulagdo e o
bioaumento para um caso de tratamento de solo contaminado com 6leo cru, empregando, em
um caso, microrganismos autoctones e, no outro, cultura comercial com mistura recomendada
de nutrientes. Concluiram que, para algumas aplicacoes, a bioestimulacdo de microrganismos

autoctones é a melhor escolha, considerando custo e desempenho.
2.8.3 Adicdo de surfactantes

A biodegradacdo de hidrocarbonetos pode ser limitada pela sor¢do (adsorgdao e
absorcdo) desses compostos pelos componentes do solo resultando em uma reducdo da
quantidade de hidrocarbonetos susceptiveis ao ataque microbiano. Além disso, a néo
emulsificacdo adequada dos hidrocarbonetos resulta em pequenas areas superficiais para
contato com as células microbianas. Uma tentativa de incremento da metabolizagdo e da
possibilidade de biodegradacdo de hidrocarbonetos contaminantes ¢ o aumento da
solubilizacdo destes substratos e a maior dessor¢do destes da matriz do solo empregando-se
surfactantes e emulsificantes (ALEXANDER, 1999). Os surfactantes em particular, podem
interagir com 0s compostos presentes nos hidrocarbonetos e aumentar a solubilidade dos
mesmos em agua (BANERIJEE et al., 1995). Desta forma, a presenga de surfactantes, naturais
ou sintéticos, torna estes compostos disponiveis aos microrganismos € consequentemente a

biorremediagéo.
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A adicdo de surfactantes sintéticos aumenta a solubilidade dos hidrocarbonetos, mas a
maioria desses compostos ¢ considerada toxica aos microrganiSmos e ao meio ambiente
(LEAHY; COLWELL, 1990; PROVIDENTI et al., 1993). Diversos pesquisadores
(ALEXANDER, 1999; BANAT, 1995; BANERJEE et al., 1995; LEONARDI et al., 2007,
MILLIOLI et al.,, 2005; NITSCHKE; PASTORE, 2002; PROVIDENTI et al., 1993,
RAHMAN et al, 2003) vém investigando o uso de emulsificantes e surfactantes produzidos
microbiologicamente para aumentar a biodegrada¢do de compostos hidrofobicos, como os
hidrocarbonetos de petroleo. Uma das principais vantagens do emprego dos bioemulsificantes
ou biosurfactantes (normalmente glicolipideos) € a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e

elevada eficacia em algumas situacgdes.

Deschénes et al. (1996) avaliaram o efeito de dois surfactantes (um quimico e um
biologico) num solo contaminado por um longo periodo com hidrocarbonetos. O surfactante
quimico era 0 SDS (Dodecil sulfato de sddio) e o bioldgico era produzido por Pseudomonas
aeruginosa. Os surfactantes foram adicionados ao solo a cada duas semanas numa
concentracdo de 10, 100 e 500mg/g de solo. Apds 45 dias de ensaios de biodegradagdo, os
autores observaram que os hidrocarbonetos com 3 anéis foram quase que totalmente
biodegradados, quando se utilizaram as concentracdes de 100 e 500mg/g, principalmente,
quando se utilizou o SDS. Para os hidrocarbonetos acima de 4 anéis foi sugerida a degradacdo
preferencial dos surfactantes j4 que ndo se observou diminuigio na concentragio do

contaminante.

Rojas-Avelizapa et al. (2000) avaliaram, através de um planejamento experimental, se
0 ajuste da relacdo nutricional C:N:P e também a adigdo de um surfactante ndo i6nico
aumentaria os indices de biodegradacao de policlorados (PCBs) que estavam presentes num
solo em altas concentragdes. Apos 35 dias de ensaios de biodegradacdo observaram que o
ajuste da relacdo nutricional C:N:P serviu para aumentar consideravelmente a atividade
heterotréfica do solo porém, a grande melhora na biodegradacdo foi observada com a

presenca do Tween-80 que apresentou uma remocédo de 39-60% dos PCBs.

Maier e Soberon-Chavez (2000) verificaram que a adi¢do de um ramnolipidio pode
aumentar a biodegradacdo de hexadecano, octadecano, n-parafinas e fenantreno em sistemas
liquidos e a biodegradagao do hexadecano, tetradecano, pristino e misturas de hidrocarbonetos
em solo. Noordman et al. (2002) estudaram os efeitos do ramnolipidio e observaram que estes
foram Uteis quando a taxa de biodegradag@o era limitada. Por exemplo, no caso de solo com

tamanho do poro pequeno (6 nm), o hexadecano estava aderido ao solo e sua disponibilidade
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era limitada, a adi¢do do ramnolipidio liberou o substrato e o contaminante para agdo dos

microrganismos.

No caso do tratamento fisico, a lavagem de solo utilizando solucbes de tensoativos é
uma técnica que vem sendo utilizada com sucesso nos ultimos anos isoladamente ou em
conjunto com outras tecnologias de remediacdo (PARIA, 2008). Os surfactantes sao utilizados
para romper a tensdo superficial do dleo, fazendo com que o mesmo fique em solucdo na

forma coloidal facilitando a remocao do contaminante do solo.

Alguns autores observaram que a solubilidade dos hidrocarbonetos é dependente da
concentracdo dos tensoativos utilizados na solucdo de lavagem, como se pode verificar no
trabalho de Liu et al. (1991), onde foi observado que o incremento na solubilidade aparente de
alguns hidrocarbonetos na presenca de tensoativos anibnicos e ndo-ibnicos €
significativamente maior em faixas de concentra¢fes acima da concentracdo micelar critica
(CMC). Em sistemas solo/agua, devido a interagéo entre tensoativo e solo, a solubilizacdo de
diversos compostos organicos somente ocorrerd quando o tensoativo for utilizado em
concentragdes maiores que a CMC obtida em agua pura (LIU et al., 1991). Segundo Zheng e
Obbard (2002), a concentracao elevada de tensoativo que permite a efetiva solubilizacdo dos

poluentes organicos num sistema onde ha presenca de solo pode ser chamada de CMC efetiva.
2.8.4 Adicao de Material Estruturante

Como mencionado anteriormente, a presenca de microrganismos apropriados e em
concentragbes adequadas Ssdo condigdes necessarias para se obter elevada taxa de
biodegradagdo em solos contaminados por hidrocarbonetos. No entanto, a eficacia dos
processos de biorremediacdo pode ser limitada por fatores como a baixa disponibilidade dos
contaminantes e dos nutrientes aos microrganismos, bem como pela aeragdo insuficiente do
solo. Uma baixa concentracdo de oxigénio pode limitar a biodegradagdo, como tem sido
comprovado por diversos autores (ALEXANDER, 1999; VASUDEVAN; RAJARAM, 2001).
Sabe-se também que os fatores limitantes citados sdo geralmente agravados quando a
permeabilidade do solo contaminado ¢ baixa, sendo este parametro diretamente relacionado
aos teores de argila e silte caracteristicos de grande parte do solo brasileiro. Durante o
processo bioldgico de tratamento, no entanto, a textura do solo, e consequentemente a sua

permeabilidade, pode ser aumentada através da adi¢do de materiais estruturantes.

Materiais estruturantes (“bulking agents”) sdo materiais de baixa densidade que,

quando incorporados ao solo, sdo responsaveis pela melhoria de algumas caracteristicas
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fisico-quimicas do mesmo. Os materiais adicionados reduzem a densidade do solo,
aumentando a sua porosidade e facilitando a difusdo de oxigénio por entre as particulas
solidas. Adicionalmente pode ocorrer alteracdo na capacidade de retengdo de agua do solo.
Todos esses fatores contribuem conjuntamente para o aumento da aeragéo do sistema solo-
contaminante e, consequentemente, da atividade microbiana (RHYKERD et al., 1999;
VASUDEVAN; RAJARAM, 2001).

Os materiais estruturantes empregados como auxiliares no processo de biorremediacao
de solos impactados podem ser de origem inorganica ou organica. Dentre os materiais de
origem inorganica utilizados pode-se citar argila calcinada, vermiculita, areia, perlita,
cascalho, dentre outros (CHO et al., 1997; DAVIS; WILSON, 2000). Ji os de origem
organica incluem materiais tais como composto estabilizado, graos de café, casca de coco,
casca de arroz, palha, cavaco de madeira, serragem e farelo de trigo (ALEXANDER, 1999;
DAVIS; WILSON, 2000; LEE et al., 2007; ROJAS-AVELIZAPA et al., 2007; STRAUBE et
al., 2003).

Uma ampla revisao da literatura especializada indica que os materiais estruturantes de
origem orgéanica sdo 0s mais empregados nos processos de biorremediacdo de solos
contaminados por petroleo (ALEXANDER, 1999; BARRINGTON et al., 2002; CHO et al.,
1997; CHOI et al., 2003; DAVIS; WILSON, 2000; ELEKTOROWICKZ, 1993;
JORGENSEN et al., 2000; LEE et al., 2007; MEYSAMI; BAHERI, 2003; MOLINA-
BARAHONA et al., 2004; RAIMUNDO et al., 2004; RHYKERD et al., 1999; ROJAS-
AVELIZAPA et al., 2007; STRAUBE et al., 2003; VASUDEVAN; RAJARAM, 2001).

Em trabalho de associagao das técnicas de bioaumento (adigdo de in6culo microbiano
composto de linhagens de fungos filamentosos) e adicdo de material estruturante, Meysami e
Baheri (2003) verificaram que sé ocorreu a colonizagdo dos fungos no solo quando foi

adicionado material estruturante ao mesmo.

Em experimentos para otimizar a biorremediacdo de solo contaminado com borra de
petroleo, Vasudevan e Rajaram (2001) verificaram uma remogao de 76% dos hidrocarbonetos
em 90 dias no experimento em que foi adicionado farelo de trigo como material estruturante.
Ja na condicdo onde houve apenas o bioestimulo da microbiota nativa do solo contaminado,
essa remocédo foi de 66%. A adicdo do material estruturante mostrou também ter um efeito
sobre a populagdo microbiana, uma vez que foi observado pelos autores um aumento de 120

vezes na concentra¢do de microrganismos em relagdo a inicial.

24



Jorgensen et al. (2000) empregaram cavaco de madeira como material estruturante, em
associa¢do a técnica de bioaumento, para a biorremediacdo de solo contaminado com 0leo
lubrificante em biopilha. Os resultados obtidos indicam uma reducéo de 70% no teor de 6leo
contaminante, reducdo esta decorrente da adicdo de material estruturante, uma vez que,
segundo os autores, apenas a adicdo de indculo ndo apresentou efeito positivo no processo de

biodegradagao do poluente.

A adicdo de material estruturante torna-se tambeém uma alternativa atraente quando o
solo contaminado a ser tratado j4 passou por um acentuado processo de intemperizagio e o0s
compostos organicos poluentes encontram-se fortemente aderidos a matriz do solo. Nesses
casos, apesar da microbiota nativa encontrar-se adaptada a presenga do contaminante, a
reduzida biodisponibilidade do contaminante e dos nutrientes, bem como a reduzida
concentracdo de oxigénio, podem ser desfavoraveis ao processo de biorremediacdo. A adicédo
de materiais estruturantes organicos, geralmente, contribui para o aumento da atividade
microbiana e, também, daqueles microrganismos degradadores especificos, como 0s
degradadores de hidrocarbonetos de petroleo (JORGENSEN et al., 2000; NAKAGAWA,;
ANDREA, 2006).

2.9 Microrganismos capazes de biodegradar hidrocarbonetos

Em comparacdo a outros organismos vivos capazes de degradar poluentes organicos,
0S microrganismos sdo 0s agentes preferenciais para desempenhar a funcdo de restauradores
da qualidade ambiental, devido a alguns aspectos principais tais como sua natureza ubiqua,
sua ampla diversidade genética e catalitica e capacidade de atuacdo sob condigdes ambientais
extremas (MEGHARAJ et al., 2011). Além disso, podem apresentar estratégias de adaptacéao
a presenca dos contaminantes, como alteracdo da permeabilidade celular (CARVALHO et al.,
2009), producéo de biossurfactantes (CHRZANOWSKI et al., 2012) e ativacdo de bombas de
efluxo para reduzir a concentracao intracelular de compostos toxicos (VAN HAMME et al.,
2003). Essas caracteristicas tém levado a busca pela caracterizacdo genética deste tipo de
microrganismo e pelo entendimento de suas rotas bioquimicas de degradacdo com a
finalidade de desenvolver metodologias para aplicacdo desses organismos a campo
(MEGHARAJ et al., 2011).

A comunidade microbiana envolvida na degradacdo de compostos xenobioticos pode
ser dividida em dois grupos: 0s microrganismos primarios e os secundarios. Os primarios sao

aqueles capazes de metabolizar o substrato principal fornecido ao sistema, enguanto 0s
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secundarios ndo utilizam o substrato principal, mas, os produtos liberados pelos
microrganismos primarios. Este processo é denominado cometabolismo (BULL; SLATER,
1982 apud GRADY, 1985).

Os microrganismos sdo 0s principais agentes responsaveis pela ciclagem do carbono
na natureza. Em muitos ecossistemas existe uma comunidade autoctone de microrganismos
capazes de degradar hidrocarbonetos (hidrocarbonoclasticos) (KATAOKA, 2001). Estudos
cientificos tém mostrado a eficiéncia de determinados microrganismos, como culturas puras e
mistas, na degradacdo de derivados de petréleo presentes em agua e solo ap6s adequada etapa
de adaptacdo destas culturas a estes poluentes (MARQUEZ-ROCHA et al., 2005;
OKERENTUGBA; EZERONYE, 2003; SOUZA et al., 2005). Para Leblanc e Fitzgerald
(1990), as bactérias executam melhor a degradacdo de hidrocarbonetos quando se encontram
em culturas mistas, pois, em uma cultura mista, o produto metabolico pode ser degradado por
outra espécie e 0 ataque de outros microrganismos pode levar a uma completa degradacdo do
produto, mesmo que dentro da comunidade ndo exista um unico microrganismo capaz de
degrada-lo totalmente (KATAOKA, 2001).

A habilidade em degradar hidrocarbonetos néo € restrita a apenas alguns géneros de
microrganismos, pois varios grupos de bactérias, fungos e actinomicetos tém mostrado
possuir essa capacidade (KATAOKA, 2001). Zobell (1946), em uma extensa revisdo sobre a
acdo dos microrganismos nos hidrocarbonetos, descreveu que muitas espécies tém a
habilidade de utilizar hidrocarbonetos como Unica fonte de carbono e energia e que estes
microrganismos estdo amplamente distribuidos na natureza. O autor observou que mais de
100 espécies de 30 géneros microbianos foram capazes de utilizar hidrocarbonetos. Komagata
et al. (1964) examinaram cerca de 500 espécies de leveduras quanto a capacidade de utilizar
hidrocarbonetos. Destas, 56 espécies possuiam esta capacidade, sendo que a maioria delas
pertencia ao género Candida. Ahearn et al. (1971) isolaram espécies de Candida,
Rhodosporidium, Rhodotorula, Sacharomyces, Sporobolomyces e Trichosporom, todas

capazes de metabolizar hidrocarbonetos.

Leahy e Colwell (1990) citam os seguintes géneros de bactérias como o0s mais
importantes:  Achromobacter,  Acinetobacter, Alcaligenes, Arthobacter, Bacillus,
Flavobacterium, Nocardia e Pseudomonas. Al-Hadhrami et al. (1995), Kadri et al. (1986),
Shamshoom et al. (1990), Sorkhoh et al. (1990), estudando a distribuicdo de bactérias que
degradam hidrocarbonetos, identificaram: Acinetobacter sp., Aeromonas sp., Bacillus sp.,

Escherichia coli, Flavobacterium sp., Klebsiella cepacia, Micrococcus luteus, Moraxella
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phenylpiruvica, Nocardia sp., Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas sp., Proteus mirabilis, Vibrio sp., Rhodococcus sp., Streptomyces sp., Vibrio
fisheri e Xanthomonas maltophilia.

Venkateswaram e Harayama (1995), através do enriquecimento de culturas, isolaram
uma populacdo bacteriana capaz de degradar petréleo bruto, verificando que 28-51% da
fracdo saturada e 0-18% da fracdo aromatica presentes foram biodegradadas por uma cultura
mista. Contudo, quando as culturas foram colocadas puras, nenhuma delas apresentou melhor
degradacdo do que quando estavam consorciadas. As espécies isoladas foram Acinetobacter
sp., Pseudomonas vesicularis, Pseudomonas diminuta, Moraxella sp., Sphingobacterium sp. e

Ochrobactrum sp..

Algumas cianobactérias e algas tambem possuem a capacidade de utilizar
hidrocarbonetos, dentre elas destacando-se os géneros: Oscillatoria, Microcoleus, Anabaena,
Nostoc, Chlorella, Chlamydomonas e Ulva (ATLAS, 1981).

Além das bactérias, os fungos representam importante papel na degradacdo dos
hidrocarbonetos no solo, suas enzimas extracelulares podem proporcionar substratos para o
crescimento de bactérias atraves da hidrolise de polimeros e também importantes metabolitos
secundarios. O mecanismo da degradacdo de hidrocarbonetos por fungos tém sido menos
estudado, mas provavelmente envolve oxigenases induziveis similares as apresentadas por
Mycobacterium e Nocardia (RUDD et al., 1996). A habilidade dos fungos em utilizar
hidrocarbonetos ocorre principalmente em duas ordens: Mucorales e Moniliales. Os géneros
Aspergillus e Penicillium possuem muitas espécies que assimilam hidrocarbonetos, contudo,
esta caracteristica € uma propriedade individual da espécie e ndo necessariamente uma
caracteristica particular do género (RISER-ROBERTS, 1992).

Ao contrario das bactérias e leveduras que mostram decréscimo na capacidade de
degradacdo de alcanos com o aumento da cadeia do composto, os fungos filamentosos
parecem ser mais habeis em degradar ou transformar hidrocarbonetos de estrutura complexa e
de cadeia longa. Entretanto, o metabolismo dos fungos geralmente resulta numa degradacéo
incompleta que necessita da associacdo de bactérias para alcancar a completa oxidacdo do
composto (RISER-ROBERTS, 1992).

A ampla capacidade dos microrganismos em degradar hidrocarbonetos derivados de
combustiveis e outros compostos organicos, mostra que a aplicacdo destes também na

biodegradacao de biodiesel é potencialmente viavel.
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2.10 Mecanismo de degradacéo dos compostos organicos

Em geral, um composto organico quando é oxidado perde elétrons para um aceptor
final de elétrons, que é reduzido. O oxigénio comumente atua como aceptor final de elétrons
quando presente e a oxidagdo de compostos organicos com a reducdo do oxigénio molecular é
chamado de respiracdo aerobia heterotrofica. No entanto, quando o oxigénio ndo esta
presente, microrganismos podem usar compostos 0rganicos ou ions inorganicos como
aceptores finais de elétrons alternativos, condicdes estas chamadas de anaerdbias. A
biodegradagdo anaerébia pode ocorrer pela desnitrificacdo, reducdo do ferro, reducdo do
sulfato ou condi¢cdes metanogénicas (CORDAZZO, 2000).

A seguinte sequéncia de preferéncia de utilizacdo desses aceptores foi relatada:
oxigénio > nitrato > oxidos de ferro > sulfato > agua. Esta sequéncia reflete a diminuic¢éo do
potencial de oxidacdo dos aceptores (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996).

Os processos aerdbios e anaerobios de biodegradacao sdao melhor apresentados a

sequir:

- Biodegradagdo aerobia: quase todos os hidrocarbonetos do petroleo sao
biodegradados sob condi¢cfes aerdbias. O oxigénio é um cossubstrato para a enzima que pode
inicializar o metabolismo do hidrocarboneto e, por fim, é utilizado como aceptor final de
elétrons para a geracdo de energia (YOUNG, 1984). Em muitos casos, a maior limita¢do na
biodegradagdao aerdbia em subsuperficie ¢ a baixa solubilidade do oxigénio em agua. A
extensdo da biodegradacdo aerdbia é controlada pela quantidade de contaminantes, a taxa de
transferéncia de oxigénio para a subsuperficie e o conteddo original de oxigénio (BORDEN,
1994).

- Biodegradagdo utilizando o nitrato: quando a quantidade de oxigénio diminui e
nitrato esta presente (ou outras formas oxidadas de nitrogénio), alguns microrganismos

anaerodbios facultativos utilizam nitrato ao invés de oxigénio como aceptor final de elétrons.

- Biodegradagado utilizando o ion férrico: uma vez que as quantidades de oxigénio e
nitrato reduzem, os microrganismos podem utilizar o ion férrico como aceptor de elétrons.
Grandes quantidades de ferro na forma férrica estdo presentes em sedimentos de solos e
aquiferos e esta pode ser uma potencial fonte desse composto para a biodegradagdo. O ferro
pode estar presente tanto em minerais cristalinos ou amorfos. As formas amorfas e pouco
cristalinas de hidroxidos, oxi-hidroxidos, e 6xidos de Fe (l11I) (LOVLEY, 1991) sdo mais
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facilmente reduzidas. Embora o exato mecanismo de reducdo microbioldgica dos ions férricos
seja minimamente quantificado, as evidéncias disponiveis sugerem que a redugio do ferro ¢é
um importante mecanismo na biodegradagao de hidrocarbonetos dissolvidos (BORDEN et al.,
1995). Varios microrganismos foram identificados por apresentarem a capacidade de
utilizacdo do ion férrico como aceptor de elétrons na oxidacdo de compostos aromaticos
incluindo o tolueno, fenol, p-cresol e benzoato (LOVLEY; LONERGAN, 1990; LOVLEY et
al., 1989).

- Biodegradagdo utilizando outros aceptores: pesquisas demonstram que uma ampla
variedade de compostos orgénicos pode ser biodegradada pela acdo de microrganismos
redutores de sulfato e/ou metanogénicos (geradores de metano). Estes compostos incluem
isomeros de cresol (SMOLENSKI; SUFLITA, 1987), hidrocarbonetos mono e poliaromaticos
(BERRY et al., 1987), alquilbenzenos (GRBIC-GALIC; VOGEL, 1987) e hidrocarbonetos
insaturados (SCHINK, 1985). Um consorcio metanogénico (grupo de microrganismos que
geram metano) pode potencialmente biodegradar o tolueno (processo lento) usando agua
como aceptor de elétrons. Atualmente, poucos estudos de campo tém examinado o efeito dos
mecanismos metanogénicos e os redutores de sulfato na biodegradagdo de hidrocarbonetos.
Esta falta de informacdo deve ser causada parcialmente pelas caracteristicas desses
microrganismos. Consorcios sulfato-redutores e metanogénicos sd@o conhecidos por serem
sensiveis a variaces das condigdes ambientais como a temperatura, nutrientes inorganicos
(nitrogénio, fésforo e tracos de metais), contaminantes e pH (ZEHNDER, 1978). Um néo
balanceamento em qualquer desses fatores pode reduzir a taxa e a extensdo da biodegradagao
anaerdbia (BORDEN et al., 1995).

2.11 Monitoramento do processo de biorremediacdo

Para demonstrar que uma tecnologia de biorremediacdo é potencialmente util, é
importante verificar a biodegrada¢ao dos poluentes sob condigdes controladas. Experimentos
laboratoriais que mais se aproximam das condi¢cdes reais do ambiente sdo provavelmente os
mais capazes de produzirem resultados relevantes (BERTRAND et al., 1983). Em tais
experimentos é importante incluir controles que possam diferenciar fatores abioticos, como a

evaporacéo e a fotodegradacgéo, das taxas de biodegradagao (ATLAS, 1997).

O monitoramento da biodegradacao € baseado em um acompanhamento da evolugdo
temporal e espacial da concentracdo de indicadores geoquimicos (pH, temperatura, etc.) no
sitio contaminado. Resultados desse monitoramento podem ser usados para identificar fatores
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que podem controlar a taxa de biodegradacdo, bem como identificar 0 processo
microbiol6gico de respiracdo (aerébia ou anaerdbia) em diferentes porcbes da pluma de
hidrocarbonetos dissolvidos. A diminuicdo da concentragdo de oxigénio dissolvido na &gua e
um aumento da concentracdo de didxido de carbono séo indicativos de um processo aerobio
de biodegradagdo, enquanto que a producdo de fons Fe** ou diminuicdo de fons nitrato
indicam a presenga de processos anaerobios. Um declinio do potencial redox de valores
positivos para negativos reflete a mudanca de condigdes oxidantes (favordveis aos
microrganismos aerobios) para condi¢fes redutoras (melhores condigdes aos processos
anaerobios, que sdo mais lentos que os aerdbios). Um aumento nos valores de pH pode ser
creditado ao consumo de fons H* durante a reduco de fons férricos ou do nitrato (BORDEN
etal., 1995).

Os parametros tipicamente medidos em testes laboratoriais da eficiéncia da
biodegradagdo incluem a contagem de microrganismos heterotroficos totais, contagem de
microrganismos degradadores de um ou de varios substratos especificos, medidas da taxa de
respiracdo microbiana (consumo de oxigénio e/ou producdo de dioxido de carbono) e a
determinacéo das taxas de degradacéo (desaparecimento de poluentes individualmente e/ou na
totalidade) (BALBA et al., 1998; KATAOKA, 2001; OH et al., 2000; SONG et al., 1990).

A presenca de grande populacdo de microrganismos heterotréficos totais ndo apresenta
necessariamente correlagdo direta com a biodegradagdo, porém, a quantificagdo da fracdo da
comunidade que degrada o residuo de interesse tem sido utilizada como um dos métodos mais
comuns para 0 monitoramento de poluicdo ambiental com hidrocarbonetos (KATAOKA,
2001). Song et al. (1990), estudando o efeito da adicdo de combustivel de avido sobre a
comunidade microbiana do solo, verificaram que, apds 2 semanas, cerca de 90% dos
microrganismos heterotroficos do solo eram degradadores de hidrocarbonetos, ainda que a
porcentagem inicial destes microrganismos representasse somente 0,01% da populacdo de

heterotréficos aerébios.

Os métodos respirométricos (consumo de oxigénio e/ou producdo de dioxido de
carbono) podem ser utilizados como um primeiro teste para se avaliar a pronta ou inerente
biodegradabilidade de poluentes em solo ou agua. Estes testes sdo geralmente conduzidos sob
condicBes Otimas com respeito a umidade, temperatura, nutrientes minerais, inoculacao
microbiana e aeracdo (no caso de teste aerobio). Testes que obtém uma conversdo de 30%
(CETESB, 1990) ou 50 a 60% (ATLAS, 1997) a CO; dentro de um especifico periodo de
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tempo, indicam que, sob condic¢bes apropriadas, os poluentes serdo biodegradados pelos

microrganismos.

Indubitavelmente, a medida mais direta da eficiéncia da biodegradagdo ¢é o
monitoramento da taxa de consumo dos poluentes. A caracterizacdo dos componentes
individuais de uma classe especifica de hidrocarbonetos exige o uso da cromatografia liquida
de alta precisdo (CLAE) ou cromatografia gasosa (CG) acoplada a um detector, como por
exemplo, o espectrometro de massa (CG-EM) (FERRARI, 1996). Segundo Blackburn et al.
(1993), a combinacdo das técnicas CG-EM é o método mais eficaz para a quantificacdo de um
residuo oleoso, pois combina a resolucdo do ponto de ebulicdo com informag6es sobre o tipo
de molécula dos compostos. Outro detector muito utilizado na determinacdo de
hidrocarbonetos € o detector de ionizacdo por chama (CETESB, 2003).

2.11.1 TPH

Para fazer o acompanhamento dos contaminantes ao longo da biorremediacdo pode
utilizar-se a analise de Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (TPH). O termo TPH € usado
frequentemente para descrever a concentracdo de hidrocarbonetos totais em amostras
ambientais. Todavia, TPH € uma designacdo ndo muito adequada porque define como sendo
do petroleo ou derivados, todos os hidrocarbonetos presentes na amostra. Os métodos para a
determinacdo deste parametro, ndo distinguem entre os hidrocarbonetos aqueles que séo do
petréleo e nem aqueles que s@o naturais ou de outras fontes antropogénicas (combustdo de
combustiveis fdosseis) (NASCIMENTO, 2003). Assim, o TPH é a soma de todos os
hidrocarbonetos presentes na amostra, ou seja, com a resposta TPH tem-se a soma da
concentracdo de todos os hidrocarbonetos presentes na amostra e ndo a concentracdo de cada

classe de hidrocarbonetos.

O TPH é considerado uma ferramenta de baixo custo e que pode ser usada para trés
finalidades: identificacdo de uma contaminacdo; avaliacdo do grau de contaminacdo; e
avaliacdo do progresso de uma remediacdo, pois esta medida feita por espectrometria de
infravermelho baseia-se na medida da absorbancia da ligacdo C-H, dos hidrocarbonetos
presentes na amostra. Isto pode ser diretamente convertido a quantidade total de 6leo na
amostra original se a razdo do solvente com o éleo for cuidadosamente controlada, através de

uma calibracéo.

Infelizmente, devido as diferentes metodologias usadas, tipo de solvente de extracao,

etapa de “clean-up”, e distintas analises instrumentais, como por exemplo, cromatografia
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gasosa, gravimetria, espectrometria de infravermelho, entre outras, as concentragfes de TPH
provenientes destes métodos ndo sdo as mesmas. Estas variagdes das técnicas utilizadas
podem fazer uma diferenca significativa nos resultados, conduzindo a incoeréncias ao
comparar uma mesma amostra analisada pelos diferentes métodos disponiveis para
determinacgé@o de TPH. Assim pode-se dizer que TPH tem uma definigdo operacional e que 0s
resultados obtidos para uma determinada amostra devem sempre especificar a técnica de
deteccdo utilizada (NASCIMENTO, 2003).

2.12 Biorreatores

O emprego dos biorreatores vem surgindo como uma tecnologia vidvel e decisiva para
tratamento de solo contaminado com compostos organicos (URURAHY, 1998). Os
biorreatores facilitam o controle do processo de biodegradagdo dos poluentes no solo,

facilitando a aclimatagdo da microbiota e o desenvolvimento dos microrganismos.

Nos métodos classicos de tratamento biologico de solos contaminados, o problema
relacionado a manutencdo da adequada homogeneizacdo do solo durante o tratamento é
sempre encontrado. As principais dificuldades incluem a introducéo de aditivos (nutrientes,
surfactantes, etc.) e a concentracdo localizada de poluentes em algumas regides do sistema.
Estes problemas podem ser significativamente reduzidos através do uso de biorreatores, onde
0 material € misturado de forma mais efetiva. Isto permite uma amostragem mais significativa
e uma medida mais realista do sucesso do processo de descontaminacdo (ALEF;
NANNIPIERI, 1995).

Quando comparado com as técnicas classicas de biorremediacdo, como
“Landfarming” e “Biopilhas”, o emprego de biorreatores apresenta como principais vantagens
(ALEF; NANNIPIERI, 1995):

a) Controle das emissbes atmosféricas e das aguas do processo; b) Controle das
condicBes operacionais; ¢) Mistura adequada; d) Controle da degradacdo dos poluentes
através de um monitoramento mais efetivo; e) Possibilidade de incorporacdo de aditivos
diretamente no reator; f) Sistema de aeracdo facilitado; g) Reduzida &area requerida para
instalacdo do sistema; h) Ndo ha contato direto entre o conteldo do reator e 0 ambiente
durante o processo de tratamento, 0 que representa vantagem do ponto de vista ambiental e de

seguranca.
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A selecdo da configuracdo mais indicada de biorreator a ser adotada, bem como da
técnica de biorremediagdo associada (bioestimulo, bioaumento, incorporagdo de material
estruturante, dosagem de biosurfactantes, etc.) devem ser realizadas levando-se em
consideracdo as caracteristicas do solo a ser tratado (percentual de material argiloso, etc.), a
natureza do contaminante (recalcitrancia, viscosidade, etc.), a composicdo da mistura a ser
tratada (sdlido, 4gua e contaminante), os microrganismos envolvidos, o grau de importancia

da aeracdo, o nivel de necessidade de agitacdo, dentre outros.
2.12.1 Tipos de biorreatores

Para tratamento de solos contaminados sem prévia remogdo das fracbes mais finas do
solo é recomendado o uso de biorreatores horizontais (reatores de fase sélida: tambor rotativo
ou tambor fixo) (ALEF; NANNIPIERI, 1995). O procedimento de lavagem de alguns solos
contaminados, por sua vez, produz uma suspensdo altamente contaminada contendo fracdes
finas do solo. Os biorreatores verticais (reatores de fase semissolida ou reatores de lama) ja

sdo mais adequados ao tratamento destas suspensoes.

Conforme citado por Alef e Nannipieri (1995), a maioria dos biorreatores tém
incorporado a sua estrutura um sistema de agitacdo que assegura que o material a ser tratado
seja adequadamente homogeneizado. Isto possibilita a introducdo e mistura adequada de
aditivos para ajuste de alguns parametros como teor de umidade, fontes de oxigénio e
nutrientes, pH, etc. Alguns reatores, se necessario, podem também contar com um sistema de

aquecimento de forma a acelerar o processo de biodegradacao.

Nos reatores de fase semissolida (ou reatores de lama), o tratamento é andlogo ao
tratamento bioldgico convencional com biomassa em suspensdo (ex: lodos ativados). Segundo
Mueller et al. (1991), os biorreatores de lama podem ser projetados com diferentes
configuracbes, de forma a otimizar fatores que normalmente sdo limitantes ao crescimento e
atividade microbiana no solo, como a disponibilizacdo de substrato, nutrientes inorganicos e
oxigénio. Para que este grau de otimizacdo da atividade microbiana seja atingido, €
adicionada agua ao solo contaminado objetivando a formacdo uma lama (suspensao de solo
em agua). Esta lama é continuamente agitada de forma a maximizar a taxa de transferéncia de
massa e 0 contato entre 0s contaminantes e 0S microrganismos capazes de degrada-los
(STROO et al., 1997). Os reatores de lama podem ter sua operacdo conduzida sob o sistema
de batelada simples, batelada sequencial ou com alimentac¢do semicontinua ou continua, com
0 teor de solidos variando na faixa de 20 a 40% p/p (ALEF; NANNIPIERI, 1995). O
tratamento de solos contaminados em biorreatores de lama € considerado como um dos
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métodos mais rapidos de biorremediacdo uma vez que os substratos sdo eficientemente
transportados até a populagdo microbiana (WOO; PARK, 1999). O uso deste tipo de reator
apresenta também como vantagens rapidas taxas de degradagdo, pequena area requerida para
instalacdo e alto grau de flexibilidade.

Os reatores de fase s6lida sdo particularmente adequados ao tratamento de material
com alto teor de sélido. Nestes tipos de biorreatores, o teor de umidade é mantido em niveis
suficientes apenas para a manutencdo da atividade microbiana (SANER et al., 1996). A
despeito das vantagens econdmicas associadas a reducdo da incorporacdo de agua na
biorremediacgéo de solos, relativamente poucos séo os estudos que exploram os biorreatores de
fase sdlida, em funcdo dos efeitos prejudiciais que a limitacdo da agua pode vir a exercer
sobre 0 metabolismo microbiano. Alef e Nannipieri (1995) destacam que, dentre as
configuragbes de reatores de fase solida mais comuns, estdo as horizontais, que podem
apresentar duas subconfiguracdes, que diferem entre si, basicamente, na forma de mistura: os
tambores rotativos e os tambores fixos. Nos primeiros, a homogeneiza¢do do sistema é
promovida pela rotacdo do tambor como um todo, em torno de seu eixo, enquanto na segunda,
a mistura se deve a movimentacdo de um eixo central, de geometria variada. Biorreatores do
tipo tambor rotativo apresentam uma combinacao atrativa entre agitacdo efetiva, mesmo com
elevados teores de solidos (MASLIYAH et al. 1992), e elevadas taxas de aeracdo (GRAY et
al., 1994).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 O Solo
3.1.1 Amostragem

No presente trabalho foi utilizado solo sem histdrico de contaminagdo, coletado na
Fazenda do Gléria no municipio de Uberlandia-MG, sendo que a coleta foi realizada
conforme norma ABNT (NBR 10007/2004) que estabelece os procedimentos a serem
adotados para a coleta de amostras representativas, plano de amostragem, preservacao e
armazenagem das amostras. Para tal, a regido de coleta foi dividida em oito partes
imaginarias. Os solos coletados destas oito partes imaginarias, foram entdo misturadas
formando uma amostra composta. Apos a coleta o solo foi armazenado em camara fria a 4°C,

para ser preservado até sua utilizacdo nos ensaios.
3.1.2 Caracterizagao fisico-quimica do solo

Imediatamente apé0s a coleta foram determinadas as caracteristicas fisico-quimicas
(umidade, capacidade de retencdo de &gua, acidez, granulometria e quantificacdo de
nutrientes, carbono, nitrogénio e fosforo) do solo a ser utilizado no trabalho. A seguir estdo

descritas as metodologias utilizadas nas analises.

- Umidade: os ensaios de umidade foram realizados pela relacdo da perda de massa
inicial com a massa final da amostra, conforme a Norma Brasileira ABNT-NBR 7180/1984, e
em triplicata com 10,0 g das amostras pesada em balanca semi analitica (Acculab, Sartorius

Group).

- Capacidade de retencdo de agua: a capacidade de retencdo de agua pelo solo foi
avaliada em triplicata conforme cita Watwood et al. (1991), com amostras de 2 g de solo em
funil de vidro previamente coberto com papel de filtro qualitativo. Ao conteldo de terra
compacto no funil foram adicionados sucessivos volumes de 20 mL até o completo
umedecimento da mesma e esgotamento da capacidade do solo de absorver a agua. O sistema
ficou em repouso por meia hora e avaliou-se a agua retida por diferenca de peso apds secagem

conforme procedimento descrito para umidade.

- Acidez: a acidez do solo foi avaliada em solo imido gerado pela mistura de 10 g de
solo e 25 mL de agua destilada. Apds a homogeneizacdo da mistura com um agitador

magnético por um periodo de 30 minutos, a mesma era deixada em repouso para separacao
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das fases e o pH real do solo decantado era determinado em potenciémetro (Digital PG 2000,
GEHAKA).

Granulometria: a distribuicdo granulométrica do solo foi determinada no Laboratorio
de Geotecnia da Faculdade de Engenharia Civil da Universidade Federal de Uberlandia. O
ensaio foi executado, seguindo-se a ABNT (NBR 7181/1984), que compreende as etapas de
homogeneizacdo da amostra, secagem forcada, passagem por uma série de peneiras e por fim,

sedimentagdo em solugéo.

Composicdo de fosforo, nitrogénio e carbono total: as determinagdes de fosforo,
nitrogénio total e carbono orgénico total (COT) foram realizadas com modificagfes no
procedimento descrito no Standard Methods - APHA (1998) para adequacdo as amostras de
solo. A quantificagdo de fosforo foi realizada por metodo colorimétrico em espectrofotémetro
Shimadzu modelo UVmini-1240, em comprimento de onda de 660nm, através de reducgéo
com &cido ascorbico. A quantificacdo de nitrogénio total foi realizada pelo método Kjeldahl
conforme descrito no anexo 1. A quantificacdo de carbono organico total (COT) foi realizada
pela técnica de combustéo catalitica a alta temperatura, empregando o aparelho Total Organic
Carbon Analyzer — Module SSM5000A — Shimadzu. A relacdo Carbono:Nitrogénio:Fosforo
(C:N:P) foi corrigida de acordo com cada etapa de estudo do trabalho. As correcdes foram
realizadas com a adicdo dos compostos NH4NOs; e K;HPO,4, como fontes de N e P

respectivamente.
3.1.3 Caracterizacao microbioldgica do solo

A contagem do namero de células de bactérias aerdbias foi feita utilizando a técnica
“pour plate” (APHA, 1992) ap6s 48h de incubacdo a 30 + 10°C, realizando diluicGes
sucessivas de uma amostra de 10g de solo em 100 mL de solucdo salina (0,9% NaCl)
previamente esterilizada. Para cada diluicdo, foi colocado 1 mL em placa de petri com meio
agar nutriente pH, 7,4-7,6 e composicdo (g/L): extrato de carne, 3,0; peptona, 10,0; K;HPOy,
1,0; NaCl, 5,0; agar-agar, 15,0.

3.1.4 Contaminacéo do solo com biodiesel

Todos os ensaios foram realizados com uma mistura de solo e biodiesel em diferentes
proporcoes na qual o solo era padronizado pela tamisacdo em peneira de 0,5 mm de abertura.
A homogeneizacdo do solo com o biodiesel foi realizada mantendo a mistura em tambor com
rotacdo de 32 rpm por 2 horas, seguido por repouso por 24 horas para assegurar que o

biodiesel foi totalmente adsorvido.
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3.2 O biodiesel

O biodiesel purificado (sem glicerina) utilizado nesta pesquisa foi cedido pela empresa
PETROBRAS TRANSPORTE S/A, localizada na cidade de Uberlandia/MG. O fluido foi
acondicionado em frascos ambar de capacidade de 1.000 mL, com tampa rosqueada e
resfriado a 4°C.

3.3 A cultura mista

A cultura mista utilizada no desenvolvimento do trabalho foi a cultura mista
denominada C1 empregada nos trabalhos de Vieira et al. (2007 e 2010). Essa cultura foi
isolada do solo de uma lagoa que recebe o efluente gerado na lavagem do patio e dos
caminhdes de uma distribuidora de combustiveis situada na cidade de Uberlandia-MG. De
acordo com Vieira et al. (2007), nesta cultura foram isolados seis membros de
microrganismos, sendo quatro destes microrganismos identificados como Pseudomonas sp.,

Serratia sp., Klebsiella e Bacillus sp..
3.3.1 Adaptacdo da cultura mista ao biodiesel em meio liquido

Para adaptacdo da cultura mista em meio liquido, foi colocado 50 mL da cultura C1
obtida do estoque de microrganismos do Nucleo de Biotecnologia da Faculdade de
Engenharia Quimica/UFU em erlenmeyers com capacidade de 500 mL, contendo 100 mL de
meio de cultura previamente esterilizado e quimicamente definido (g/L): K,HPO, 0,401;
KH,PO,4 1,124; CaCl, 0,020; MnSQO,4. H,O 0,030; MgSO,.7H,O 0,100; NH;NO3 3,386;
levedura cervejeira autolizada 4,000; com pH na faixa de 7,0 a 7,2. Adicionou-se a esta
solucdo 8,0% v/v de biodiesel como fonte de carbono para os microrganismos, conforme
previamente estabelecido nos estudos de Lemos (2013).

O processo de adaptacdo foi realizado em reatores em batelada de 500 mL, tampados
com rolha permeavel a gases, sob agitacdo em mesa oscilatoria termostatizada New
Brunswick a 150 rpm e 30°C. O procedimento de areacdo foi realizado manualmente durante
3 minutos a cada 48h de processo (VIEIRA et al., 2007).

O crescimento microbiano foi observado visualmente, através do aumento gradativo

da turbidez do meio.
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3.3.2 Adaptacéo da cultura mista ao solo

Buscando reduzir o tempo dos ensaios de biorremediacdo, a populacdo microbiana
autdctone do solo foi aumentada através da introdugdo da cultura mista exdgena previamente
adaptada ao contaminante. Assim, foi produzido um indculo em fase sélida conforme

metodologia desenvolvida por Baptista (2007).

O preparo do inoculo em fase sélida foi conduzido em reator estatico retangular
(40 cm x 80 cm x 20 cm) onde foi colocado 10 kg do solo e biomassa microbiana proveniente
da centrifugacdo de 100 mL da cultura mista C1 em meio liquido para cada quilograma de
solo, conforme descrito por Lemos (2013). A transferéncia da biomassa ao solo foi realizada
através da suspensdo desta massa, bem como dos nutrientes (C:N:P na proporcao de 100:10:1)
na agua de reposicdo de umidade. O teor de umidade foi ajustado para 50% da capacidade de
retencdo do solo e monitorado de 2 em 2 dias. A oxigenacdo do reator foi feita através de
revolvimento manual diario do solo. Para verificacdo da aclimatacdo dos microrganismos no

solo, o parametro monitorado foi crescimento bacteriano.

3.4 O sistema de lavagem do solo

O equipamento utilizado no experimento de remo¢do mecéanica foi um agitador do tipo
turbina de Rushton com seis pas posicionado verticalmente no centro do reator, conforme
Figura 7. O agitador foi mantido a uma velocidade constante de 600 rpm e usado para a
distribuicdo uniforme do solo durante a lavagem. O processo de agitacao foi feito em reatores
de capacidade de 2.000 mL com adicdo de 1.500 g de mistura de solo e agua proveniente do
sistema de abastecimento municipal da cidade de Uberlandia e, em um segundo momento, foi
utilizado &gua de retso do sistema de refrigeracdo cedida por uma inddstria de alimentos na

cidade de Uberlandia.
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Figura 7. Agitador mecanico e turbina de Rushton de 6 pas.

A etapa de lavagem do solo gerou trés subprodutos a serem tratados conforme visto na

Figura 8.

[ SOLO CONTAMINADO I
|

[ )
BIODIESEL EFLUENTE
{ RECUPERADO ] [ LiQuIDO J [ S0LO }

Figura 8. Subprodutos da etapa de remogdo mecénica do contaminante.

3.5 Tratamento fisico do solo

O solo contaminado foi misturado a solucdo aquosa para a concentracdo desejada de
solidos e agitou-se continuamente no reator descrito anteriormente (Figura 7). Os tempos de
agitacdo variaram em 2, 4, 6 e 8 horas para os testes preliminares sem surfactante e 10, 35 e
60 minutos para os testes com utilizacdo de surfactante.

ApoOs a agitacdo, a mistura foi deixada em repouso por 12 horas para separacdo por
decantacdo (Figura 9). Nos casos com concentracdo de solidos acima de 45%, a separagdo foi

feita utilizando filtracdo sob vacuo.
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Figura 9. Sistema solo-agua-biodiesel apés decantacao.

Apl6s repouso e separacdo, 0 sobrenadante foi destinado a proxima etapa do
experimento. O solo foi lavado trés vezes com a mesma solucdo aquosa utilizada na lavagem,
para garantir que o biodiesel livre dessorvido nas superficies das particulas fosse totalmente
removido. Apos lavagem e nova separacdo, o solo foi colocado em bandejas abertas e
mantido por 48 horas a temperatura ambiente (30°C + 5°C) para remoc¢do do excesso de
umidade, antes de se determinar o contetdo residual de biodiesel. Cada teste de lavagem foi
conduzido em triplicata em condi¢6es ambientes de temperatura (30°C + 5°C).

A verificacdo dos resultados dos experimentos de lavagem foi realizada através de
analise de Carbono Orgéanico Total (COT) e hidrocarbonetos totais de petroleo (TPH) do solo
realizada através da metodologia modificada de VIEIRA et al. (2007), na qual a absorbancia
do contaminante extraido de 2 g de solo por 15 minutos de agitacdo com 10 mL de solvente
(n-hexano), foi lida no analisador de TPH Modelo Buck HC-404 (Anexo 1).

3.5.1 Testes preliminares
3.5.1.1 Teste de tempo de agitacao

O primeiro teste preliminar foi realizado com adgua de abastecimento da rede municipal
de Uberlandia e teve por objetivo verificar o tempo de processo de lavagem que
proporcionava o melhor resultado de remocéo do contaminante do solo.

Este teste inicial foi realizado com uma concentragdo de 15% de sdlidos. Portanto,
225 g de solo previamente contaminado com 5% de biodiesel foi colocado no reator com

1.275 g de agua. Os tempos de lavagem avaliados foram 2, 4, 6 e 8 horas
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3.5.1.2 Teste de concentracdo de sélidos

O segundo teste preliminar também foi realizado com agua de abastecimento da rede
municipal de Uberlandia e teve por objetivo verificar a relacdo solo/dgua que proporcionava o
melhor resultado de remoc¢do do contaminante do solo de forma a diminuir a quantidade de
agua utilizada na remediagéo.

Foi utilizado solo previamente contaminado com 5% de biodiesel como descrito no item
3.1.4 em concentracdes de 20%, 30% e 40% de solidos.

3.5.1.3 Teste com agua de redso

Este terceiro teste preliminar teve o objetivo de verificar se hé diferenca significativa
no percentual de remocdo do contaminante se utilizada dgua de relso em substituicdo a agua
de abastecimento como base da solucdo extratora para lavagem. O solo previamente
contaminado com 5% de biodiesel foi submetido ao mesmo ensaio descrito anteriormente,

porém, nas melhores condigdes obtidas.

3.5.1.4 Teste com utilizacdo de surfactante

Foi avaliado o favorecimento da remocéo de hidrocarbonetos pelo uso de tensoativos no
tratamento, de forma a melhorar o desempenho do processo de remediacdo. Foi utilizado o
tensoativo aniénico Dodecil Sulfato de Sodio (SDS — C;,H,5Na0,S) e o tensoativo ndo idnico
Tween 80. Estes surfactantes foram escolhidos por serem amplamente utilizados, por serem
facilmente biodegradaveis e considerados ndo toxicos (ZHENG; OBBARD, 2002).

O desempenho dos tensoativos na solubilizacdo dos hidrocarbonetos presentes no solo
contaminado foi avaliado para tempos de lavagem de 10, 35 e 60 minutos; nas concentracoes
de 30%, 45% e 60% de sdlidos no sistema e contaminacdo inicial de 5 e 12% de biodiesel.

Ambos os surfactantes, SDS e Tween 80, foram utilizados com uma concentracdo de
0,5% w/v em solucdo com agua de relso, antes de ser adicionado ao solo.

Um experimento controle foi realizado utilizando agua de reuso pura (sem adicdo de
surfactante) nas mesmas condicBes do experimentos com surfactante mencionados
anteriormente. Os experimentos foram conduzidos em triplicata e em condi¢cGes ambientes de
temperatura (30°C £ 5°C).

O efeito da concentracdo do surfactante foi avaliado nas melhores condicGes

observadas. Nestes testes adicionais utilizou-se 0,02%, 0,1% e 0,25% (w/v) de Tween 80.
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3.5.2 Teste com reuso do efluente

Neste teste foi avaliado quantas vezes a mesma &gua pode ser reutilizada na lavagem de
outras amostras contaminadas. O esquema do procedimento utilizado neste teste esta

1ﬂ.

Lavagem do solo Separagio sélido-liquido

it

Efluente a ser reutilizado Separacdo do biodiesel livre

apresentado na Figura 10.

Figura 10. Esquema do procedimento de reutilizagdo do efluente.

Assim, o experimento foi conduzido com as condicdes que apresentaram oS trés
melhores resultados nos testes preliminares, sendo elas:

a) Agua de retso com adicdo de 0,25% (w/v) de Tween 80, 60% de solidos e tempo de
lavagem de 60 minutos;

b) Agua de retso com adigdo de 0,25% (w/v) de Tween 80, 45% de sélidos e tempo de

lavagem de 60 minutos;
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¢) Agua de retiso sem adicéo de surfactante, 30% de solidos e tempo de lavagem de 35
minutos.

O ponto considerado para a finalizagdo das reutilizagdes foi a reducédo na eficiéncia da
lavagem. Isto €, quando o processo de lavagem apresentasse um resultado abaixo de 50% de
remocdo do contaminante, a 4gua ou solucdo aquosa utilizada na lavagem ndo iria para outro
ciclo de lavagem e o experimento seria finalizado. As relagdes utilizadas para comparagéo dos
resultados foram a quantidade (gramas) de biodiesel removido por litro de &gua utilizada na
lavagem, o volume de &gua utilizada por massa de solo tratado e a relacdo biodiesel removido
(9) por quilo de solo tratado. Todos os experimentos foram realizados com solo previamente
contaminado com 5 e 12% de biodiesel, em triplicata e em condi¢cbes ambientes de
temperatura (30°C + 5°C).

3.6 O efluente gerado no tratamento fisico do solo
3.6.1 Caracterizacao fisico-quimica do efluente

As seguintes analises foram realizadas para a caracterizacdo do efluente: fosforo
disponivel; nitrogénio total; carbono organico total (COT); pH e hidrocarbonetos totais de
petréleo (TPH).

- Fosforo disponivel: para esta analise foi utilizado um método colorimétrico no qual o
fosforo presente no efluente em forma de ortofosfato reage com o molibdato de aménio e com
vanadio para formacdo do acido vanadomolibdatofosférico, de coloracdo amarela. A
intensidade da cor amarela é proporcional a concentracdo do fosforo. A faixa de trabalho do
método é de 1 a 10 mg/L (ppm) de fosforo em comprimento de onda de 420 nm.

Para coloracdo foi utilizado a solucdo de vanadomolibdato de aménio preparada através
da mistura de duas solucdes. A primeira consistiu na dissolucdo de 40 g de molibdato de
amonio (NH4)sMo702,*4H,0 em 400 mL de agua destilada. A segunda foi realizada
dissolvendo 1 g de metavanadato de aménio NH4VVO3; em uma mistura de 300 mL de agua
destilada e 200 mL de &cido nitrico concentrado. A segunda solucdo foi adicionada a
primeira, em seguida completou esta mistura para 1.000 mL com &gua destilada.

Para leitura do resultado de fésforo foi transferido 50 mL da amostra para um
erlenmeyer de 250 mL e adicionado 25 mL da solucdo de vanadomolibdato de aménio
seguido de agitacdo vigorosa. Apds 2 minutos para desenvolvimento da cor, foi determinada a

absorbéancia das amostras em espectrofotdmetro a 420 nm.
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- Nitrogénio: a analise de nitrogénio presente no efluente foi feita empregando o
aparelho Total Organic Carbon Analyzer, unidade TN para TOC-L, Shimadzu.

- Carbono organico total: a caracterizacdo em relacdo ao carbono organico total foi
realizada através da técnica de combustdo catalitica a alta temperatura, empregando o
aparelho Total Organic Carbon Analyzer, série TOC-L, Shimadzu.

- pH: a determinacdo do pH foi de acordo com o procedimento descrito em APHA
(1998). A leitura do pH das amostras foi realizada pelo método potenciométrico, utilizando
phmetro, introduzindo o eletrodo diretamente nas amostras liquidas.

- Hidrocarboneto total de petréleo (TPH): o percentual de biodiesel no efluente liquido
foi medido através de analise de Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (TPH). Essa metodologia
é adequada para medir hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, independente de sua faixa de
carbono. A luz emitida na faixa do infravermelho € usada para irradiar o extrato e medir a
concentracdo de TPH. A anélise de infravermelho utilizada para medir TPH envolve medidas
de absorbancia, visto que as ligacdes carbono-hidrogénio nos hidrocarbonetos absorvem luz
na faixa do infravermelho.

Durante a analise, absorbancias associadas com as configuracdes CH, CH, e CHj3 sdo
medidas em um comprimento de onda proximo de 3,4 um. O equipamento opera numa faixa
de comprimento de onda de 3,38 a 3,50 um, sendo capaz de medir as configuragdes CH (3,38
um), CH; (3,42 um) e CHj3 (3,50 um) e possui o software para converter as medi¢des em teor
total de hidrocarboneto (USEPA, 2001).

Para as analises foram utilizados 10 mL de amostra de efluente e adicionado acido
cloridrico para levar o pH para valor igual ou inferior a 2,0. Posteriormente, 0S
hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH) foram extraidos utilizando o solvente hexano. A

leitura foi feita no equipamento analisador de TPH Modelo Buck HC-404.
3.6.2 Biorremediacao do efluente

O recipiente utilizado como biorreator foi um erlenmeyer de 1.000 mL tampado com
rolha permeavel a gases. O biorreator foi operado a temperatura ambiente de 30°C + 5°C,
mantido sob agitacdo em agitador magnético da marca IKA® C-MAG MOD HS7 (Figura
11).
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Figura 11. Sistema utilizado no tratamento do efluente.

O efluente a ser tratado foi inoculado com a mesma cultura mista utilizada na
biorremediacdo do solo, na proporcdo de 10 mL de meio centrifugado para 100 mL de
efluente. Durante o tratamento foi realizado o monitoramento dos compostos carbono,
nitrogénio e fosforo e correcdo da relagdo C:N:P na proporcdo 100:15:4 (SA et al., 2008). A
correcdo do nitrogénio foi feita com extrato de levedura e NH4;NO; e a correcdo do fosforo foi
feita com K,HPO,4 e KH,PO,4. O pH, quando necessario, foi ajustado para valores entre 6 e 7,
com NaOH 1N. A degradacdo do biodiesel foi acompanhada via analise de TPH e COT. As
andlises foram realizadas a cada 24 horas e o tratamento prosseguiu até que o valor de TPH e

COT se apresentasse constante.
3.6.3 Teste com utilizacao do efluente tratado

Este experimento teve por objetivo verificar se o efluente proveniente de lavagem de
solo contaminado, tratado através de biorremediacéo, teria efeito na remoc¢éo do contaminante
no caso de ser utilizado em novo tratamento fisico de lavagem.

Os testes foram conduzidos com duas condigdes:

a) Efluente tratado, adicdo de 0,25% (w/v) de Tween 80, 60% de sélidos e tempo de
lavagem de 60 minutos;

b) Efluente tratado, sem adicdo de surfactante, 30% de sélidos e tempo de lavagem de
35 minutos.

Os experimentos foram realizados com solo previamente contaminado com 5 e 12% de

biodiesel, em triplicata e em condi¢Ges ambientes de temperatura (30°C + 5°C).
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3.7 Biodiesel recuperado na etapa de lavagem

O biodiesel removido do solo foi recuperado através da separacdo das fases 6leo-agua
em funil de separagéo (Figura 12), e entdo, filtrado em filtro Millipore de 0,45 um.

Figura 12. Funil de separacdo utilizado na recuperacdo do biodiesel retirado do solo.

3.7.1 Caracterizacao do biodiesel recuperado

Devido as impurezas presentes no mesmo (agua e residuos provenientes do solo)
foram realizadas analises de umidade, acidez e poder calorifico buscando verificar a
viabilidade de reutilizacdo do mesmo.

Para quantificacdo da umidade foi empregado o método de Karl Fischer, através do
equipamento da Metrohn Modelo 785 KF. O pH foi medido atraves de potenciémetro e a
analise de poder calorifico foi realizada em bomba calorimétrica IKA® - WERKE Modelo
C2000 Basic.

3.8 Experimentos de biorremediacéo do solo

Nos experimentos de biorremediacdo foi utilizado solo proveniente do pré-tratamento
de lavagem. Este solo foi tratado em reator rotativo escala de bancada laboratorial. Além
disso, foram realizados testes em biorreator tipo tambor rotativo em escala piloto, de modo a
fazer um ‘scale up’ do processo. Em todos os experimentos de biorremediacdo foram usadas
as estratégias de bioaumento e bioestimulacdo na biorremediacdo do solo e foram utilizados

os valores otimizados dos parametros encontrados por Lemos (2013).

Para a bioaumentacdo, os microrganismos foram inseridos ao solo na propor¢éo de
100 mL de biomassa centrifugada (advinda dos repiques realizados em meio liquido) por

quilo de solo, de modo a se obter uma concentracao inicial minima de 10° células/g de solo.
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A bioestimulacdo foi realizada analisando a cada 7 dias as concentracGes de carbono,
nitrogénio e fosforo e mantendo a propor¢do da relagdo C:N:P 100:10:1. A correcdo do
nitrogénio foi feita com extrato de levedura e NH4sNOj3 e a correcéo do fosforo foi feita com
K;HPO, e KH,PO,. Foi realizado o controle da umidade (equivalente a 50% da capacidade de
retencdo de &gua do solo) do solo semanalmente e houve também, o acompanhamento do pH
e da temperatura ao longo do processo. A quantificacdo de 6leo remanescente no solo foi
realizada por extragdo com hexano e posteriormente analisado em analisador de TPH Modelo
Buck HC-404 a cada 7 dias de processo e o acompanhamento do crescimento dos
microrganismos foi realizada a cada 15 dias empregando a técnica “pour plate”. O

experimento foi mantido até estabilizacdo do valor de TPH.

De modo a fazer o acompanhamento do processo sem interferéncia externa, foram
mantidos reatores abidticos para comparar quanto as perdas de contaminantes ao longo do

tempo.
3.8.1 Reator Abidtico

No reator abidtico foram adicionados 0,7 kg de solo previamente autoclavado a uma
pressdo relativa de 1 atm, por 20 min e seco em estufa a 100°C, por 10 min, contaminado com
49,0 g de biodiesel, obtendo-se um solo contaminado com 70g de biodiesel/kg de solo.
Umidificacdo e esterilizacdo com solucdo de azida de sédio a 2% (m/v) realizada

semanalmente.

No decorrer do processo, foi realizado a homogeneizacao por revolvimento do solo a
cada dois dias, com auxilio de uma espatula de aco, e a quantificacdo de 6leo remanescente no
solo por extracdo, a cada 7 dias de processo e certificacdo do crescimento ou ndo de
microrganismo, através do método “pour plate”. O experimento total foi realizado em 70

dias.
3.8.2 Reator rotativo em escala de bancada

Apos inoculacdo do solo, quantificou-se a umidade e a concentracdo de carbono,
nitrogénio e fosforo e corrigiu-se entdo, a relacdo C:N:P (100:10:1) e a umidade para o

equivalente a 50% da capacidade de retencdo de agua do solo.

O reator empregado para este estudo foi do tipo rotativo com tombamento, feitos em
material plastico apresentando uma massa total de 0,3 kg, conforme mostra a Figura 13. O

aparato montado para a realizacdo destes testes contava com uma fonte elétrica que controlava
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a corrente que passava do motor para o sistema, de modo a manter uma rotagdo constante de

cerca de 10 rpm.

Figura 13. Reatores do rotativo escala de bancada.

Tal equipamento foi projetado pela equipe da pesquisa e construido na oficina
mecanica da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia
(FEQ/UFU).

3.8.3 Reator rotativo em escala piloto
O emprego de reatores do tipo tambor rotativo no tratamento de solos contaminados

vém sendo frequentemente citado na literatura (BANERJEE et al., 1995; KRUGER et al.,
1995; TRUAX et al., 1995; BRINKMANN et al., 1998; WOO; PARK, 1999).

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade deste tipo de configuracdo no tratamento do
solo, foi adotado o protdtipo de reator ilustrado na Figura 14. O equipamento utilizado no

experimento tem capacidade para 40 kg, rotacdo de 10 rpm e abertura para amostragem.

y

Figura 14. Reator tipo tambor rotativo.

O reator escala piloto foi projetado pela equipe da pesquisa e construido na oficina

mecanica da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia
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(FEQ/UFU). Na confecc¢do deste prototipo foi dada atencdo especial ao controle da velocidade
de rotacdo com o uso de um inversor de frequéncia (Figura 15) e as aletas (Figura 16). Tal
preocupacao justificou-se pela possibilidade de agregagéo do solo e pelas afirmacGes feitas
por Woo e Park (1999) que tambores ndo aletados permitem a compactacdo de material s6lido
nas paredes do reator e a formacdo de agregados, contribuindo para um grau de mistura

deficiente.

Figura 16. Parte interna do reator para visualiza¢do das aletas.

O primeiro experimento de biorremediacdo em escala piloto foi realizado com carga
de 25 kg de solo e concentracdo de biodiesel de 8% (80.000 ppm). Os demais experimentos
foram realizados com uma carga de 15,0 kg de solo no biorreator e com 6, 10 e 12% de

biodiesel.

No decorrer do processo, as analises realizadas para quantificacdo de 6&leo

remanescente, acompanhamento do crescimento dos microrganismos, umidade e corre¢do da
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relacdo C:N:P seguiram os mesmos metodos e tempos de realizagcdo do experimento em
escala de bancada ja citados anteriormente. O experimento foi mantido até estabilizagdo do
valor de TPH.

3.8.4 Analises quantitativas

Para cada determinagdo quantitativa foram retiradas trés sub-amostras de diferentes
pontos do reator ao longo de toda a profundidade. As trés sub-amostras foram
homogeneizadas e quarteadas até comporem uma Unica amostra que foi submetida as
determinacdes de quantificacdo microbioldgica (descrita no item 3.1.3), TPH (item 3.5),
nitrogénio e fosforo (item 3.1.2) e pH (item 3.1.2).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste Capitulo, serdo apresentadas as caracteristicas do solo utilizado nos
experimentos, os resultados obtidos nos ensaios de tratamento fisico e biolégico do solo na
unidade laboratorial e na unidade piloto, as caracteristicas do biodiesel removido do solo no
processo de lavagem e os resultados de degradacdo do contaminante no tratamento biolégico
do efluente.

4.1 O Solo

Na Tabela 2 sdo mostrados os resultados da caracterizacdo fisico-quimica e
microbioldgica, além da composicdo granulométrica da amostra de solo utilizado nos
experimentos. De acordo com os dados de granulometria apresentados na Tabela 2, este solo €
classificado como latossolo vermelho-escuro distrofilo, argilo arenoso com textura argilosa,
fase cerrado tropical e com relevo suave ondulado (EMBRAPA, 1990). O solo possui pH

acido (5,31), o que é caracteristico da maioria dos solos brasileiros.

Tabela 2. Caracterizacao do solo.

Fisico-quimica

Areia Grossa 0,3%
Areia média 5,3%
Granulometria Areia Fina 3,8%
Silte 35,5%
Argila 45,6%
pH 5,31 +£0,10
Umidade 9,0%
Capacidade de retencao de agua 28,0+ 0,1 %
Matéria Organica (g/kg) 0,8
Microbioldgica
Bacteérias aerobias (cel/g solo) 1,0 x 10*
Inorgéanica
P assimilavel (mg/kg solo) 3,01
C organico (g/kg solo) 12,5
N total (g/kg solo) 0,12
Relacdo C:N:P 100 : 0,77 : 0,019

A baixa umidade medida indica a necessidade de corre¢cdo da umidade durante o

processo de biodegradacdo. A umidade Otima para biodegradagdo de hidrocarbonetos,
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segundo Meyer (2011), encontra-se na faixa de 25 e 85 % da capacidade de retengdo de &gua.
Silva (2004) cita que a faixa ideal para a umidade do solo deve estar entre 40 e 85% da
capacidade de retencdo de agua do solo ou de aproximadamente 12 a 30% em peso, havendo,
portanto, necessidade de correcdo durante o processo. A determinacdo da capacidade de
retencdo de &gua € importante quando se pretende trabalhar com processos em fase sélida,
pois permite o conhecimento da faixa do teor de umidade que deve ser utilizado no estudo.
Para este solo a capacidade de retencdo de agua determinada foi de 28,0 %.

Verifica-se na Tabela 2 que o solo apresenta uma consideravel populacdo de bactérias
aertbias, 1,0 x 10* cel/g solo, porém a relacdo C:N:P de 100:0,77:0,019 é baixa para estimular
o crescimento destas. A relacdo C:N:P é limitante no processo de biorremediacao, a relacdo
adequada depende do sistema de tratamento a ser empregado, sendo segundo a literatura
cientifica a relagdo C:N:P ideal para o metabolismo microbiano o valor de 100:10:1 (SILVA,
2004; RISER-ROBERTS, 1998). Neste caso, foi necessario a correcdo, mediante adicdo de

fontes nitrogenadas e fosfatadas.

4.2 Tratamento fisico do solo
4.2.1 Testes preliminares

Os testes preliminares serviram para nortear 0s ensaios de lavagem, uma vez que 0s
trabalhos presentes na literatura com este tipo de tratamento sdo escassos. Os dois primeiros
testes determinaram o tempo de agitacédo e a concentracao de solidos que devem ser utilizados
quando é feita a remogdo mecanica do biodiesel utilizando apenas agua sem a adi¢cdo de
agentes emulsionantes. O terceiro teste preliminar mostrou a possibilidade de usar outras
fontes de &gua para remocao ao invés da agua de abastecimento, preservando este recurso. Os
dois ultimos testes preliminares permitiram verificar o tempo e a concentracdo de sélidos
ideal para o processo, comparando a utilizacdo de dois surfactantes (SDS e Tween 80). Vale

salientar que todos os testes de lavagem do solo foram realizados em triplicata.

4.2.1.1 Teste de tempo de agitacio

Este teste inicial foi realizado com uma concentracdo de 15% de solidos. Tal
concentracdo foi utilizada nos trabalhos de lavagem de solo contaminado com diesel de Feng

et al. (2001) e lavagem de solo contaminado com 6leo cru de Urum et al. (2005).

Na Tabela 3 estdo descritos os resultados de remocdo para cada um dos tempos de

lavagem utilizados e na Figura 17 é apresentado o tratamento estatistico dos dados realizado
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pelo teste de Tukey. Foi verificado, com uma confiabilidade de 95%, que ndo ha diferenca
significativa nos resultados de remog¢do do contaminante para os diferentes tempos (2, 4,6 e 8
horas) de lavagem.

Tabela 3. Resultados do teste de tempo.

Concentragao Inicial Concentracao Final ~
Tempo (h - - % Remocao
po (h) Biodiesel (%) Biodiesel (%) ’ ocd
2 5,00 2,23 +0,22 55,40+ 4,31
4 5,00 2,16 +0,20 56,91 £+ 4,05
6 5,00 222+0,22 55,67 + 4,32
8 5,00 2,28 +£0,20 54,48 + 4,16
g | |
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Figura 17. Comparacdo maltipla dos tempos de lavagem pelo teste de Tukey.

Marques (2012), em ensaios de lavagem oxidativa com solo contaminado com
hidrocarbonetos derivados de combustiveis, utilizou tempos de 1, 2, 6, 8, 12 e 24 horas de
lavagem e obteve resultados de remocédo de hidrocarbonetos de 24,0 a 85,8%. Kalali et al.
(2011), utilizando condicBes étimas no processo de lavagem determinadas através da técnica

de superficie de resposta, com 75 minutos de agitacdo, obtiveram 93,54% de remogdo de

53



poluentes organicos hidrofobicos no tratamento de solo poluido com hidrocarbonetos de
petréleo. Liu et al. (1991), em estudo de solubilizagdo de hidrocarbonetos policiclicos em
suspensdo de agua no solo, relataram que ap6s quatro horas de lavagem com uma solucdo de
surfactante, o conteudo de diesel no solo manteve-se constante, obtendo uma remogéo de 97%
do contaminante.

Ao analisar a Figura 17, observa-se que tempos maiores de agitacdo ndo se traduziu em
maior percentual de remocdo. Assim, o tempo utilizado no préximo experimento foi de 2

horas.

4.2.1.2 Teste de concentracdo de sélidos

Os resultados deste teste estdo mostrados na Tabela 4, sendo possivel comparar 0s
resultados de remocdo para as concentractes de 20%, 30% e 40% de solidos.

Tabela 4. Percentual de remocao para diferentes concentracdes de sélidos.

Concentracao Concentragdo Inicial Concentracéo Final % Remogao
de solidos (%) Biodiesel (%) Biodiesel (%)
20 5,00 2,16+ 0,20 56,71 + 3,93
30 5,00 1,98 £ 0,21 60,45+ 4,16
40 5,00 2,46 +0,19 50,83 + 3,83

A Figura 18 apresenta o resultado do tratamento estatistico dos dados atraves do teste de
Tukey. Verifica-se que, com uma confiabilidade de 95%, ndo ha diferenca significativa no
resultado de remocdo do contaminante para as diferentes concentracdes de solidos utilizadas.
Porém, a comparacao entre as concentracdes de 30% e 40% mostrou-se no limiar da area de

significancia.
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Figura 18. Comparacdo multipla entre os teores de sélidos ao nivel de 95% de significancia.

Marques (2012), em ensaios de lavagem oxidativa com solo contaminado com
hidrocarbonetos derivados de combustiveis, obteve os melhores resultados utilizando razéo
solido-liquido de 0,30, que resultou em remocdo de 85,8% para hidrocarbonetos.

A explicacdo para este resultado pode ser encontrada no trabalho de Feng et al. (2001),
que diz que todo processo de lavagem depende do atrito das particulas umas contra as outras
para retirada do contaminado da particula do solo. Devido a isso, ha uma influéncia da
concentracdo de sélidos no residual do contaminante. Segundo Silva et al. (2005) este
resultado deve-se principalmente a dois fatores: maior contato entre as duas fases, ja que a
disperséo dos solidos na fase liquida ¢ favorecida; ¢ ao aumento no gradiente de concentragido
dos contaminantes, favorecendo a difusdo destes para a fase liquida. No entanto, quando a
concentracdo de solidos foi aumentada para 40%, o biodiesel residual aumentou novamente,
pois 0 maior teor de solidos reduziu a fluidez da amostra dificultando a extracdo do biodiesel
da fase solida para a fase liquida, pois o0 sistema passou a ser movimentado em massa, com

pouco movimento interparticulas.
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4.2.1.3 Teste com &gua de reuso

O ensaio foi realizado com solo previamente contaminado com 5% (50.000 ppm) de
biodiesel, concentracdo de 30% de sélidos, 2 horas de lavagem e &gua de reliso proveniente
dos sistemas de refrigeracdo de uma unidade fabril da cidade de Uberlandia.

Na Tabela 5 é apresentado o resultado de remocéo do biodiesel para ambos o0s tipos de
agua utilizada como base extratora. A andlise estatistica de comparacao das médias confirmou
que os resultados foram similares, isto é, a agua de reiso pode ser utilizada para a lavagem do

solo sem prejuizo para o resultado final do processo.

Tabela 5. Avaliacdo da influéncia do tipo de 4gua de lavagem.

1 Concentragao Inicial Concentragao Final ~
Soélidos - - % Remoc¢ao
ot Biodiesel (%) Biodiesel (%) ° oca
Agua de 5,00 1,98 + 0,10 60,40 + 2,01a
abastecimento
Agua de reuso 5,00 2,01 +0,14 59,80 + 2,80a

Assim, a partir deste teste, todos 0s ensaios passaram a ser realizados utilizando agua

de retso como base da solucéo extratora.

4.2.1.4 Teste com utilizacdo de surfactante

Nas Tabelas 6 e 7 estdo apresentados os resultados de remocdo obtidos neste teste.
Percebe-se que quando a concentracdo do contaminante é maior, o percentual de remocao
final também aumenta. Os melhores resultados foram obtidos com o sistema utilizando o
surfactante Tween 80, sendo a melhor remocéo obtida de 65,24% para 5% de contaminacédo
inicial e 70,36% para 12% de contaminacdo inicial. Estes resultados foram obtidos utilizando
um tempo de agitacdo de 60 minutos e concentracao de solidos de 60%.

O ensaio que utilizou 60 minutos de agitacdo e 45% de solidos para o sistema com
Tween 80 também apresentou bons resultados de remocdo, 60,42% e 65,18% para 5 e 12% de
contaminacdo inicial respectivamente. Resultados de remocéo similares a este foram obtidos
pelo sistema sem utilizacdo de surfactante, 35 minutos de atrito e 30% de concentracdo de

solidos, que apresentou percentuais de remocao de 60,26% e 64,73%.
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Tabela 6. Resultados de remocéo (%) do teste com surfactantes para uma contaminagao inicial de 5%

de biodiesel.
10MINUTOS 358MINUTOS 60EMINUTOS
a 2
c°"°:2;':§:°me 30% 45% 60% 30% 45% 60% 30% 45% 60%
Tween®0 40,5 38,5 35,2 58,4 49,1 43,6 59,5 60,4 65,2
SDS 40,5 37,1 23,4 54,1 46,3 42,9 51,6 50,1 44,1
SemBurfactante 43,6 37,1 26,3 60,3 47,3 33,6 57,4 50,3 36,9

Tabela 7. Resultados de remocao (%) do teste com surfactantes para uma contaminacéo inicial de 12%
de biodiesel.

108MINUTOS 35aMINUTOS 60EMINUTOS
ao@
c°"°:27ir:§:°.e' 30% 45% 60% 30% 45% 60% 30% 45% 60%
Tween®0 44,9 42,2 38,7 63,2 54,0 46,4 64,9 65,2 70,4
sDS 44,7 40,4 26,6 58,7 52,0 46,1 57,8 56,7 49,1
SemBurfactante 46,2 40,0 28,4 64,7 52,8 36,2 63,2 56,6 39,0

Na Figura 19 é possivel avaliar como cada sistema é afetado pelo tempo de lavagem.
Verifica-se que independente da concentracdo inicial de biodiesel, o tempo de 10 minutos é
insuficiente para remocdo do contaminante uma vez que os resultado variaram de 23,36% a
43,62% para uma contaminacao inicial de 5% e de 26,61% a 46,18% para uma contaminagéo
inicial de 12%.

O desempenho melhora para 35 minutos de agitagdo, porém, neste tempo, os melhores
resultados sdo para concentracdo de sélidos de 30% cujo percentual de remocdo variou de
54,10% a 60,26% e 58,67% a 64,73% para 5 e 12% de contaminac&o inicial, respectivamente.

O tempo de 60 minutos de lavagem aumenta a remog¢éo para maiores concentracdes de
solidos no caso de utilizacdo do surfactante Tween 80 que obteve, para o sistema com 60% de
solidos, atingindo 65,24% para 5% de contaminacdo inicial e 70,36% para 12% de
contaminacdo inicial. Para os sistemas com SDS e sem surfactante, a remocéo resultante de

35 e de 60 minutos de agitacao sdo similares.
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Remogo de biodiesel X Surfactante, tempo de tratamento Remogéo de biodiesel X Surfactante, tempo de tratamento e
e concentragdo de sélidos - 5% de contaminagdo inicial concentragéo de sélidos - 12% de contaminago inicial
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Figura 19. Resultado de remoc¢éo para uma contaminacao inicial de 5 e 12% de biodiesel, variando 0s
tempos de agitacdo, utilizacdo ou ndo de surfactante, tipo de surfactante e concentracdo de sélidos no

sistema.

Urum et al. (2005) em trabalho de remediacdo de solo contaminado com ¢éleo cru
combinando lavagem e “air sparging”, chegaram a 60% de remoc¢do de Gleo cru no solo
utilizando um sistema com 57% de sélidos, 30 minutos de agitacdo e o surfactante SDS. Alem
disso, provaram que a medida que o tempo aumenta de 5 a 30 minutos, a remocao de 0Oleo
aumenta. O aumento da remocéo de dleo pode ser atribuido ao maior tempo de contato dos
agentes tensoativos com o solo contaminado.

A Figura 20 apresentam os mesmos resultados da Figura 19, porém facilita a
comparacdo entre o desempenho dos trés sistemas (Tween 80, SDS e sem surfactante) para o
mesmo tempo de agitacéo.

Através da Figura 20 percebem-se comportamentos similares dos trés sistemas para
tempos de agitacdo de 10 e 35 minutos, em que 0s percentuais de remoc¢édo reduzem a medida
gque aumenta a concentracdo de solidos. Além disso, verifica-se que, para 10 minutos de
agitacdo, os sistemas possuem resultados de remoc¢édo semelhantes quando trabalhados com 30

e 45% de sdlidos indicando que este tempo de tratamento é insuficiente.
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Figura 20. Resultado de remoc&o para uma contaminacao inicial de 5 e 12% de biodiesel, variando 0s
tempos de agitacdo, utilizacdo ou ndo de surfactante, tipo de surfactante e concentracao de sélidos no

sistema.

O fato mais importante deste ensaio € percebido quando utilizado o tempo de
60 minutos. O sistema com o surfactante Tween 80, que ja apresentava melhores resultados
de remocéo, obteve seu melhor desempenho com uma concentracdo de sélidos de 60%. Tal
fato possibilita o tratamento de maior quantidade de solo contaminado com um menor gasto
de agua.

Marques (2012), trabalhando com lavagem oxidativa de solo contaminado com
hidrocarbonetos derivados de combustiveis, obteve uma remocéo de hidrocarbonetos totais de
petréleo de 85,8% trabalhando com uma concentracdo de sélidos de 30% e uma remocéo de
54,6% quando esta concentracdo subiu para 56%. Uhmann e Aspray (2012), em estudo de
lavagem de solo contaminado com hidrocarbonetos de petroleo, obtiveram valores de
remocdo que variaram de 4 a 56%, trabalhando com 0,5% de Tween 80, 50% de concentracéo
de solidos no sistema e 20 minutos de agitacdo. Feng et al. (2001) mantiveram um sistema
com 20% de areia contaminada com éleo diesel e 80% de agua sem surfactante, em atrito por
30 minutos e obtiveram uma remocao de 64,3%.

Nas Tabelas 8 e 9 é mostrado o resultado da avaliacdo do efeito da concentracdo do
surfactante em ensaios com concentracGes de 0,02%, 0,1% e 0,25% (w/v) de Tween 80, nas
condicdes que apresentaram melhor resultado de remoc¢édo no teste anterior (concentracdo de
60% de solidos e 60 minutos de lavagem). Independente da contaminacao inicial de biodiesel,
a concentracdo de 0,25% de Tween 80 na solucdo aquosa apresentaram os melhores valores
de remocdo, apesar do resultado ser similar ao obtido quando utilizado uma concentracédo de
0,5% deste surfactante, segundo analise estatistica. De acordo com a especificacdo técnica do
produto, a concentracdo micelar critica (CMC) do Tween 80 é 0,01%, entretanto, ndo houve

diferenca significativa entre os resultados de remocgéo de biodiesel comparando-se o sistema
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sem surfactante e o sistema com 0,02% de Tween 80. Porém, em concentracbes bem

superiores a CMC (0,25% e 0,5%), o surfactante exerce sua a¢do, melhorando o desempenho
do processo de lavagem.

Tabela 8. Avaliacdo da concentracdo do surfactante utilizando 5% de contaminacéo inicial.

Concentracao Concentragdo Inicial Concentragio Final | “
% Remogao

Tween 80 (%) Biodiesel (%) Biodiesel (%)
0,00 5,00 3,16 0,17 36,86 + 3,30a
0,02 5,00 2,96 +0,20 40,78 + 3,98a
0,10 5,00 2,34+0,21 53,21 + 4,25ab
0,25 5,00 1,71 + 0,20 65,81 + 4,03b
0,50 5,00 1,74 + 0,17 65,18 + 3,48b

Tabela 9. Avaliacdo da concentracdo do surfactante utilizando 12% de contaminacao inicial.

Concentracao Concentragao Inicial Concentragdo Final | .
% Remocao

Tween 80 (%) Biodiesel (%) Biodiesel (%)
0,00 12,00 7,32+ 0,17 39,03 +1,43a
0,02 12,00 6,52+ 0,19 45,67 + 1,56a
0,10 12,00 5,18+ 0,22 56,82 + 1,68b
0,25 12,00 3,42+0,19 71,48 + 1,56¢
0,50 12,00 3,56+ 0,17 70,32 +1,37c

Ahn et al. (2008) comparou a eficiéncia de lavagem do solo com quatro tensoativos ndo
ionicos diferentes: Tween 40, Tween 80, Brij 30 e Brij 35 e obteve os melhores resultados de
remocdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos utilizando Tween 80 quando utilizada a

concentracdo 0,2% (w/v) deste surfactante.
4.2.2 Teste com reuso do efluente

A realizacdo dos ensaios com reutilizacdo do efluente foi motivada mais uma vez pela
preservacdo do recurso da agua. O objetivo era verificar o ponto de saturacdo da dgua para a
lavagem, isto €, utilizar este recurso até a sua capacidade maxima de extracao.

Os resultados de remocédo utilizando agua de reGso com adicdo de 0,25% (w/v) de
Tween 80 como base aquosa, 60% de solidos e tempo de lavagem de 60 minutos estdo
apresentados na Figura 21. Com a alta concentracdo de solidos no sistema e a alta remocéo
que este cenario apresenta, a solucdo extratora suportou apenas dois ciclos de lavagem,
apresentando ja no segundo ciclo, percentuais de remocdo de 27,7% e 42,5% para as duas
contaminagdes iniciais utilizadas. Assim, concentragdes inferiores a 60% de sélidos devem

ser avaliadas com o objetivo de aumentar o nimero de ciclos de lavagem.
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Ciclos de lavagem - 60% sélidos e 60 minutos
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Figura 21. Remocao de biodiesel com reutilizacdo do efluente (60% de sélidos e 60 minutos).

Os ensaios utilizando agua de reuso com adicdo de 0,25% (w/v) de Tween 80, 45% de
solidos e tempo de lavagem de 60 minutos apresentaram os resultados mostrados na Figura
22.

A reducdo de solidos surtiu efeito sobre o nimero de lavagens, e a solugédo extratora
suportou trés ciclos de utilizacdo segundo o critério de ndo efetuar novos ciclos para remocéo
inferior a 50%. Os resultados de remocao foram 51,1% e 50,47% na segunda utilizacdo e 38,5
e 29,5% na terceira utilizacdo para as duas contaminacdes iniciais utilizadas.

Na Figura 22, pode ser observado que, para uma contaminacdo inicial de 12%, a
remocdo no primeiro ciclo de uso da agua é mais alta que no caso de uma contaminagéo
inicial de 5% de biodiesel. Porém, este melhor resultado de remocéo se inverte para os demais

ciclos de lavagem.

Ciclos de lavagem - 45% sélidos e 60 minutos
70,00 1
60,00 1

50,00 A

% Remogao

40,00 A

30,00 A

20,00

1 2
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| OConcentragao inicial 12%  EConcentragao inicial 5% |

Figura 22. Remocdo de biodiesel com reutilizagao do efluente (45% de sélidos e 60 minutos).
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O sistema utilizando agua de retso sem adicéo de surfactante, 30% de so6lidos e tempo
de lavagem de 35 minutos apresentou, no teste de comparagdo com os surfactantes, o terceiro
melhor resultado de remoc¢do. A maior quantidade de dgua utilizada neste sistema permitiu
executar quatro ciclos de lavagem antes da saturacdo da solugédo extratora. Os resultados de

remocdo para cada um dos ciclos sdo mostrados na Figura 23.

Ciclos de lavagem - 30% sélidos e 30 minutos
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40,00 T T T ’——%_\
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% Remogao

| OConcentragao inicial 12% @ Concentragao inicial 5% |

Figura 23. Remocao de biodiesel com reutilizacdo do efluente (30% de sélidos e 30 minutos).

Para comparacao dos resultados e verificacdo de qual tipo de sistema € mais vantajoso
em termos de economia de agua e remogéo do contaminante, foi utilizado como indicadores a
quantidade (gramas) de biodiesel removido por litro de &gua utilizada na lavagem, o volume
de &gua utilizada por massa de solo tratado e a relacdo biodiesel removido (g) por quilo de

solo tratado. A Tabela 10 apresenta os resultados.

Tabela 10. Comparativo dos resultados de remocdo com reutilizacdo do efluente para sistemas com
diferentes concentragdes de solidos.

Inicial 5% Inicial 12%
Concentragao de solidos 30% 45% 60% 30% 45% 60%
Biodiesel removido (g) 49,27 50,60 42,08 120,85 119,27 98,92
Numero lavagens 4 3 2 4 3 2
\Volume de solo tratado (kg) 1,800 2,025 1800 1,800 2,025 1,800
\Volume de agua utilizado (L) 1,050 0825 0600 1,050 0,825 0,600

Z'/Ol_d)'ese' removido/volume 4gua 5 g0 g133 7013 11510 14457 164,87

\Volume agua utilizada/massa
solo tratado (L/kg) 08 041 033 058 041 033

Biodiesel removido/massa solo

2737 2499 2338 67,14 5890 54,96
(9/kg)
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Os resultados mostram que, independente da concentracdo inicial de biodiesel, o
sistema com 60% de sélidos, mesmo permitindo apenas dois ciclos de lavagem, € o sistema
que apresenta a melhor relacdo remocéao/quantidade de agua utilizada. Esta relacdo se torna
menor a medida que a concentracdo de solidos nos sistemas € menor, mesmo realizando maior
namero de ciclos de lavagem. Para este indicador, o resultado referente a utilizac&o de 60% de
solidos € 1,5 vezes maior que o resultado referente a 30% de sélidos. Referente a analise de
quantidade de biodiesel removido pela quantidade de solo tratado, tem-se o contrario do
observado pelo indicador discutido anteriormente, ou seja, a situacao na qual o teor de sélidos
é 30% apresenta a melhor relacdo biodiesel removido por quilo de solo tratado. Entretanto, a
amplitude da diferenca entre os resultados € menor que a do indicador anterior. O melhor
resultado apresenta-se 1,2 vezes maior que o pior resultado. Na outra abordagem proposta
para avaliacdo dos resultados, é verificado o volume de agua utilizado por quilo de solo
tratado. Neste caso, quanto maior a proporc¢éao de sélidos no sistema, melhor o indicador.

4.3 O efluente gerado no tratamento fisico do solo

Apos a separacdo do solo e da solugdo aquosa utilizada na lavagem, as analises de
fosforo disponivel; nitrogénio total; carbono organico total (COT); pH e hidrocarbonetos
totais de petréleo (TPH) foram realizadas para a caracterizacdo do efluente. A Figura 24

mostra a aparéncia do efluente antes do tratamento.

Figura 24. Aparéncia do efluente apds separacdo da parte solida.
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Nas Tabelas 11 e 12 estdo os resultados das analises de caracterizacdo do efluente para
duas concentracOes diferentes de contaminante. Estas concentragcbes sdo provenientes do

biodiesel extraido pela lavagem na etapa anterior do experimento.

Tabela 11. Caracterizacdo do efluente proveniente da lavagem de solo contaminado com 5% de

biodiesel.
Conc. Biodiesel (%) 1,77
Carbono (mg/L) 183,68
Nitrogenio (mg/L) 25,7
Fosforo (mg/L) 5,94
C:N:P 100:14,46:3,34
pH 6,52

Tabela 12. Caracterizacdo do efluente proveniente da lavagem de solo contaminado com 12% de

biodiesel.
Conc. Biodiesel (%) 7,44
Carbono (mg/L) 458,27
Nitrogenio (mg/L) 28
Fosforo (mg/L) 5,65
C:N:P 100:6,46:1,30
pH 6,83

Nas Tabelas 11 e 12 pode-se observar que uma maior concentracdo de biodiesel acarreta
em maior quantidade de carbono no efluente. Os valores de nitrogénio, fosforo e pH séo
similares nos dois casos, ndo sendo influenciado pela concentracdo do biodiesel. Ja o ajuste da
relacdo C:N:P se torna mais importante nos casos onde o efluente possui maior carga
contaminante, uma vez que a relacdo C:N:P utilizada para tratamento biologico do efluente é
100:15:4 conforme trabalho de Sa et al. (2008).

4.3.1 Biorremediacao do efluente

A Figura 25 apresenta a cinética de degradacdo do contaminante nos termos de reducgéo
do percentual de biodiesel e da quantidade de carbono orgéanico total para as concentracfes

iniciais de 1,77% e 7,44% de biodiesel, respectivamente.
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Figura 25. Reducdo da concentracdo de biodiesel e do COT na biorremediagéo do efluente para
concentragdes iniciais de 1,77% e 7,44% de biodiesel, respectivamente.

Para uma contaminacao inicial de biodiesel de 1,77%, foi obtido 96,5% de degradacéo
do biodiesel e 53,8% de remogdo do COT em 11 dias de processo. E importante salientar que
a concentracao de carbono organico total na &gua de abastecimento na rede publica é por volta
de 60,0 mg/L. No caso da contaminacdo inicial de 7,44%, obteve-se 98,3% de degradacéo do
biodiesel e 75,4% de remogéo do COT.

Sé& et al. (2008), em condicGes Otimas de processo, obteve uma remocdo de
hidrocarbonetos de 71,0% com 3 dias de tratamento do efluente. Vieira (2009), realizando a
biodegradagao de efluente de terminais de combustiveis utilizando culturas mistas, mostrou
resultados de 75% de remocéo de hidrocarbonetos com 31 dias de processo de tratamento e
80,4% de reducdo do COT neste mesmo tempo, sendo a concentracdo final de carbono
organico no efluente tratado de 360 mg/L. Esta concentracdo é maior que a mostrada no
presente trabalho cuja concentracéo final de carbono organico no efluente tratado foi de 85,7 e
113,1 mg/L. Mrayyan e Battikhi (2005), utilizando cultura mista e reposicao de nutrientes em
tratamento de lodo de petroleo, mostraram uma remocdo de carbono organico total de 43%

apos 10 dias de processo em aerobiose.

A Figura 26 mostra a diferenca na aparéncia do efluente antes e ap6s o tratamento e
apos a centrifugacdo para retirada dos microrganismos inoculados para o tratamento

bioldgico.
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Figura 26. Comparacdo da aparéncia do efluente antes e ap6s o tratamento, e apds retirada dos

microrganismos.

4.3.2 Teste com utilizacdo do efluente tratado

O principal objetivo de um tratamento é fazer com o que meio contaminado volte a
possuir suas caracteristicas originais. Assim, o efluente tratado foi centrifugado para retirada
das bactérias que foram inoculadas para a biorremediacéo e submetido novamente, como base
extratora, ao tratamento de remocao mecanica do contaminante do solo.

Foram realizados ensaios utilizando o efluente tratado com adi¢do de 0,25% (w/v) de
Tween 80, 60% de solidos e tempo de lavagem de 60 minutos (Tabela 13); e, utilizando o
efluente tratado sem adicéo de surfactante, 30% de sélidos e tempo de lavagem de 35 minutos
(Tabela 14). Foram realizados cinco ensaios, com a concentracao inicial de 5 e 12% de

biodiesel.

Tabela 13. Resultados de lavagem utilizando o efluente tratado, concentragéo de 30% de solidos

e 35 minutos de agitagéo.

Concentragdo  Tempode  Concentragao Inicial Concentragao Final

Ensaio % Remocao

de sélidos (%) lavagem (min) Biodiesel (%) Biodiesel (%)
1 30 35 5,00 2,02 59,58
2 30 35 5,00 1,99 60,26
3 30 35 5,00 2,09 58,14
4 30 35 5,00 2,01 59,72
5 30 35 5,00 2,03 59,36
6 30 35 12,00 4,31 64,05
7 30 35 12,00 4,65 61,24
8 30 35 12,00 4,40 63,37
9 30 35 12,00 4,48 62,69
10 30 35 12,00 4,61 61,55
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Tabela 14. Resultados de lavagem utilizando o efluente tratado, concentracéo de solidos de 60%
e 60 minutos de agitagao.

Concentragago ~ Tempode  Concentragao Inicial Concentragao Final

ENSA0 4o solidos (%) lavagem (min)  Biodiesel (%) Biodiesel (%) ° Remosdo
1 60 60 5,00 1,76 64,74
2 60 60 5,00 1,69 66,18
3 60 60 5,00 1,73 65,46
4 60 60 5,00 1,75 64,96
5 60 60 5,00 1,78 64,40
6 60 60 12,00 3,55 70,41
7 60 60 12,00 3,45 71,26
8 60 60 12,00 3,53 70,57
9 60 60 12,00 3,40 71,65
10 60 60 12,00 3,61 69,94

Através dos resultados mostrados nas Tabelas 13 e 14, é possivel afirmar que a
remocdo obtida utilizando o efluente tratado € similar a remocdo encontrada nos experimentos
anteriormente realizados com agua de redso, validando assim, o tratamento bioldgico do

efluente e a utilizacdo deste para os mesmos fins da agua de reuso.

4.4 Biodiesel recuperado na etapa de lavagem

Em relacdo a recuperagdo do biodiesel, ndo ha trabalhos semelhantes disponiveis na
literatura que permita comparar e avaliar os resultados. Nos ensaios cuja concentracéo inicial
do contaminante era de 12% (120.000 ppm), apenas com o processo fisico de separacdo das
fases por diferenca de densidade foi possivel recuperar um valor proximo a 31,5% da
quantidade de biodiesel inicial no solo. Este resultado foi considerado satisfatério uma vez
que condigdes reais de acidentes ambientais acarretam um montante de solo muito maior do
que o usado nos experimentos, gerando uma quantidade significante de biodiesel recuperado

que podera ser usado como matéria prima ou fonte de energia.

Nos testes onde foram utilizadas concentragdes maiores do contaminante (12%), foi
possivel notar claramente a separacdo do biodiesel retirado do solo durante o processo de
lavagem (Figura 27) e que quanto maior a concentracao de biodiesel na amostra inicial, maior

a quantidade de 6leo livre no sistema.
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Figura 27. Separacdo do biodiesel apds o processo de lavagem.

A Figura 28 mostra a aparéncia do biodiesel recuperado apds filtragéo.

- -
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Figura 28. Aparéncia do biodiesel recuperado do solo.

O poder calorifico superior a volume constante determinado para o biodiesel
recuperado foi em média 15.491 kJ/kg, para um conjunto de 6 amostras, nas quais os valores
obtidos variaram entre 14.235 e 16328 kJ/kg. Mesmo sendo um valor mais baixo que o
biodiesel puro, que apresenta poder calorifico de 36.425 kJ/kg, este produto tem capacidade
comburente pois a condi¢cdo minima para que um residuo mantenha-se em combustao e possa
ser utilizado em tratamentos térmicos é que seu poder calorifico seja superior a 10.467 kJ/kg
(GUIMARAES, 2007). O pH apresentou um valor médio de 6,80, indicando portanto, que o
material de estudo ndo é corrosivo, 0 que favorece seu uso em uma maior variedade de

caldeiras e outros equipamentos destinados a recuperacdo do valor energético do mesmo.

O teor de agua livre no material recuperado mostrou-se préximo a 2.000 ppm
(variando de 1.600 a 2.300 ppm), enquanto no biodiesel puro o padrdo utilizado é de no
méaximo 500 ppm. Porém, Alves (2003) citando possibilidades de aplicacdo de residuos de
combustiveis, afirma que a utilizacdo de borra de petréleo com até 30% de agua no processo

de fabricacdo de blocos ceramicos facilita a homogeneizacdo da massa, diminuindo a
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necessidade de seu umedecimento. Segundo Alves (2003), pequenas quantidades de borra de
petr6leo misturados a massa ceramica traz economias no consumo de energia pois a
combustdo interna desse material diminui a exigéncia de energia externa para queima. Este
tipo de economia sugere que, além da queima, ha a possibilidade de outros usos para o
biodiesel recuperado.

4.5 Experimentos de biorremediagio do solo

Nos reatores bioldgicos usados neste trabalho foram realizados os processos de
biorremediacgdo do solo utilizando a estratégia de bioaumentacdo e bioestimulacao, buscando
manter a relacdo C:N:P 100:10:1 e corrigindo a umidade do solo para 14%, o que corresponde
a 50% da capacidade de retencdo de dgua medida para este solo. Cada planejamento avaliou
variaveis que poderiam interferir no processo de descontaminagéo do solo, além de avaliagbes

que visaram validar os dados obtidos.

Neste Capitulo também sera mostrado o resultado do acompanhamento do processo
sem interferéncia externa, reatores abioticos, de modo a fazer um levantamento quanto as

perdas de contaminantes ao longo do tempo.

4.5.1 Reator Abiotico

Normalmente as perdas abioticas sdo ocasionadas por fendmenos fisicos como

evaporacdo e fisico-quimicos como dissolucéo, foto-oxidacéo e oxidacdo quimica.

Para inibicdo dos microrganismos do reator abidtico, optou-se por autoclavar o solo, a
1 atm por 20 min, antes da adicdo de biodiesel. Durante o processo, o solo era umidificado
com uma solucéo de azida de sodio (2% p/v) observando-se entéo, a auséncia de crescimento

microbiano durante o experimento.

A degradacdo abiotica do biodiesel foi de 3,86 + 0,21 %. Esse resultado foi

contabilizado nos valores de biodegradacao do biodiesel em todos os resultados realizados.

4.5.2 Reator rotativo escala de bancada

Foram realizados seis ensaios de biorremediacdo em reator rotativo em escala de
bancada laboratorial, utilizando o solo proveniente do pré-tratamento de lavagem escolhidos

aleatoriamente. Devido a isso, a concentracdo inicial do contaminante em cada um dos

69



ensaios foi variavel. Os pardmetros do tratamento de lavagem que cada solo destinado a
biorremediagdo foi submetido e a concentragdo final do biodiesel apds o pré-tratamento estdo

descritos a seguir:

Ensaio 1. Concentragdo inicial de biodiesel de 5%, base extratora sem surfactante,
30% de solidos e 35 minutos de agitacdo, concentracdo final de 1,95%;

Ensaio 2. Concentragdo inicial de biodiesel de 5%, base extratora sem surfactante,
45% de solidos e 35 minutos de agitacdo, concentracédo final de 2,65%;

Ensaio 3. Concentragdo inicial de biodiesel de 12%, base extratora com 0,25% (w/v)
de Tween 80, 60% de sélidos e 60 minutos de agitacdo, concentracdo final de 3,59%;

Ensaio 4. Concentracdo inicial de biodiesel de 12%, base extratora sem surfactante,
30% de solidos e 35 minutos de agitacdo, concentracédo final de 4,26%;

Ensaio 5. Concentragéo inicial de biodiesel de 12%, base extratora com 0,5% (w/v) de
Tween 80, 30% de solidos e 35 minutos de agitagédo, concentracéo final de 4,31%;

Ensaio 6. Concentracdo inicial de biodiesel de 12%, base extratora sem surfactante,

60% de solidos e 60 minutos de agitacdo, concentracédo final de 7,60%.

Antes de iniciar a biorremediacao, as concentracfes de carbono, nitrogénio e fésforo
foram medidas para ajuste da relacio C:N:P para 100:10:1 (SILVA, 2004; RISER-
ROBERTS, 1998). Além disso, a umidade foi medida e corrigida para 14% para que se
iniciasse 0 processo nas condicBes Otimas requeridas. A Tabela 15 mostra a umidade e a
relacdo C:N:P antes da correcdo, confirmando a necessidade de ajuste desses parametros.

Durante o experimento as medicdes e correcdes destes itens foi realizada a cada sete dias.

Tabela 15. Valores de C, N, P e umidade antes do inicio da biorremediag&o.

Concentragao

Ensaio Biodiesel (%) Umidade P (mg/Kg) C(g/Kg) N (g/Kg) C:N:P
1 1,95 10,24% 1,89 46,28 0,06 100: 0,130: 0,004
2 2,65 11,31% 2,13 48,84 0,09 100: 0,184: 0,004
3 3,59 9,85% 1,76 49,24 0,06 100: 0,122: 0,004
4 4,26 12,02% 2,08 52,46 0,07 100: 0,133: 0,004
5 4,31 10,47% 1,99 56,24 0,09 100: 0,160: 0,004
6 7,60 10,86% 2,04 63,32 0,04 100: 0,063: 0,003
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Na Figura 29 estdo os resultados de degradacéo do biodiesel, explicitando a remocéo
deste contaminante ao longo do tempo requerido para o0 processo. Todos 0s ensaios resultaram
em valores de 100% ou proximos a 100% de degradacdo do contaminante. Apenas o
experimento iniciado com 7,60% de biodiesel necessitou de 42 dias para degradar
completamente o contaminante. Os demais experimentos foram finalizados com 35 dias de

biorremediagao.

Molina-Barahona et al. (2004) avaliando os efeitos da suplementagdo de nutrientes e
da adicdo de residuos de colheita, para bioestimular os microrganismos autdctones na
biodegradagao de diesel, com concentracdo inicial de biodiesel de 4%, observou uma remogéo
de 67% de contaminantes em 109 dias de processo. Estes autores utilizaram um planejamento
fatorial de 2 niveis que avaliou a relacdo C:N, % de umidade (m/m), % de cultura e tipo de
cultura, além do controle de temperatura entre 20 e 25°C. No presente trabalho foram obtidos
valores superiores em 30 dias de processo quando comparados aos resultados de Molina-
Barahona et al. (2004) (100% de remocédo para 3% de biodiesel; 100, 60, 65 e 63,3% de
remocdo para 5% de biodiesel inicial no solo), o que caracteriza como essencial ao estudo
alem da manutencdo das condicGes de trabalho, a escolha do processo correto de

biorremediacéo.

A Figura 29 é importante para verificar a cinética de degradacdo do biodiesel nos
experimentos. A partir desta figura percebe-se o comportamento similar de degradacdo para
0s cinco primeiros experimentos, cujas concentracdes iniciais de biodiesel foi inferior a 4,3%.
Apenas 0 experimento sete, que iniciou com 7,6% do contaminante, a curva da cinética nao
seguiu a mesma tendéncia das demais. Assim, é possivel verificar a influéncia da
concentracdo inicial na remocao do biodiesel, que pode ser explicada pela maior dificuldade

de adaptacdo dos microrganismos a um meio com maior concentracdo do contaminante.

A afirmacdo anterior é corroborada pela Figura 30, em que, no experimento sete (com
maior concentracdo de biodiesel), apenas no 28° dia, a concentracdo de bactérias atingiu seu
valor maximo de 10' UFC/g solo, enquanto, nos demais experimentos, a concentracdo
maxima de bactérias foi atingida no 14° dia, lembrando que tal medida foi realizada a cada 14

dias.
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Figura 29. Cinética da degradacdo do biodiesel na biorremediacéo.
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Figura 30. Concentracao de bactérias no solo na biorremediacao.

A temperatura, medida diariamente, permaneceu entre 28 e 31°C; e o pH medido e
corrigido semanalmente, manteve-se entre 6,58 e 7,60, valores considerados ideais para a
atividade microbiana. A umidade, também ajustada semanalmente para o valor de 14%,

apresentou o valor minimo de 12,49%.

Os resultados de degradacdo similares e a pouca oscilacdo das variaveis indicam a boa
repetitividade dos experimentos, provavelmente devido ao tipo de reator utilizado, que
permite melhor homogeneizacdo do meio, a disponibilizacdo dos nutriente e do contaminante,

e a dissipacdo do calor gerado pelas reacdes quimicas decorrentes da degradacao do biodiesel.
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4.5.3 Reator rotativo escala piloto

O primeiro experimento de biorremediagdo em escala piloto foi realizado no reator
com rotacdo de 15 rpm e inclinagdo de 60° em relacdo a horizontal, com carga de 25,0 kg de
solo e a concentracdo de biodiesel foi de 8%. A analise de TPH indicou uma concentragdo de
biodiesel de 5,51% de biodiesel ao final de 42 dias. Isso corresponde a uma reducdo de
31,13% na concentracdo de biodiesel. A Figura 31 apresenta 0 comportamento da curva de
remocdo de biodiesel ao longo do tratamento de biorremediacdo. O experimento foi finalizado
com 42 dias pois ocorreu a estabilizacdo do valor de TPH neste tempo.
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Figura 31. Cinética de degradacédo do biodiesel no primeiro experimento de biorremediacao.

Lemos (2013) obteve, para a contaminacdo de 7% de biodiesel bruto, 70,3% de
remocdo a 30°C e 19% de remocdo a 40°C ap06s 42 dias de experimento. Apesar dos
resultados terem sido compativeis aos encontrados na literatura, eles foram considerados
insatisfatdrios, pois esperava-se valores maiores de remocao. Assim, de posse dos resultados
do experimento, foram realizadas avaliagdes de modo a encontrar melhores condi¢cdes para de

maximizar a degradacdo do contaminante.

A Figura 32 mostra os valores de temperatura medidos ao longo do processo. Foi
observado que a alta temperatura (acima de 35°C) pode ter reduzido a eficiéncia de sistema,
pois Lemos (2013) em estudo de otimizacdo das variaveis, determinou que o intervalo de 28 a
32°C apresentavam os melhores resultados de remogdo. Para minimizar este problema, foi
alterada a localizacdo geogréafica do biorreator. Nos demais experimentos, ele permaneceu em

local onde a temperatura ambiente se apresentava mais baixa que no primeiro experimento.
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Figura 32. Temperatura durante o primeiro experimento de biorremediacao.

Alem disso, havia sinais de que o revolvimento da terra estava sendo insuficiente o
que acarretou a formacdo de grumos que indisponibilizavam a degradacdo do contaminante
desta parte. Para correcdo deste problema, foi reduzida a quantidade de terra a ser tratada de
25 kg para 15 kg, reduzindo a taxa de ocupacdo do reator de 62,5% para 37,5% visto que a
ineficiéncia no revolvimento da terra pode ser devido a relacdo do tamanho do reator e a
quantidade de terra a ser tratada. Nos trabalhos encontrados na literatura predominam baixas
taxas de ocupacao dos biorreatores: Banerjee et al. (1995) — 10 a 25%; Kriger et al. (1995) —
20%; Truax et al. (1995) — 24 a 29% e Woo e Park (1999) — 56%. Foi reduzido o angulo de
inclinacdo do tambor para 30° e também foi reduzida a velocidade de rotacdo para 10 rpm
visando melhorar o aproveitamento das chicanas e proporcionar um melhor tombamento da
terra.

Outra alteracdo visando melhores resultados de remocdo do biodiesel foi reduzir a
contaminacdo inicial de 8% para 6% de biodiesel. Esta decisdo foi devido aos resultados de
remocdo apresentados por Lemos (2013) serem melhores em concentracdes mais baixas no

caso dos ensaios em temperaturas mais proximos a realidade do experimento atual (35°C).
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Figura 33. Umidade durante o primeiro experimento de biorremediacao.

Por meio da Figura 33 pode-se perceber que a correcdo da umidade a cada 7 dias foi
insuficiente para manté-la proxima ao esperado de 14%. Devido a isso, a correcdo deste
parametro no reator escala piloto passou a ser feita a cada trés dias e a umidade passou a ser
ajustada para 15%, para que no decorrer do processo esta permanecesse em torno de 14%,
visto que as condicBes climaticas na cidade de Uberlandia favorecem a perda de umidade do

sistema.

As condigdes inadequadas aos microrganismos degradadores fica evidente na Figura

34, onde ¢ possivel verificar a redugdo da populagdo microbiana no 42° dia.
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Figura 34. Concentragdo dos microrganismos no primeiro experimento de biorremediacéo.
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Corrigidas as deficiéncias citadas no primeiro experimento, foi possivel observar pela
Figura 35, que nos experimentos posteriores, com contaminacdo inicial de 6%, 10% e 12% de
biodiesel, para os mesmos 42 dias de biorremediagdo houve remocéo superior aos 31%
observados no experimento inicial, o que sugere que as modifica¢Bes propostas melhoraram o
funcionamento do reator. Nesta figura também pode ser observado valores de remocéo
proximos a 100% com 70 dias de biorremediagao.
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Figura 35. Cinética de degradacdo do biodiesel no reator escala piloto.

Estes resultados sdo melhores que os encontrados por Berger (2005) em trabalho de
biorremediacdo de solo contaminado com hidrocarbonetos de petroleo em escala piloto

utilizando biopilhas, cujos percentuais de remocédo foram de 54,7% a 98,0% com 60 dias de
tratamento.

Os bons resultados de remocdo obtidos mostram a importancia da temperatura, bem
como a umidificacdo do solo em intervalos de tempo necessarios para 0 processo de
biorremediacdo. Nas Figuras 36 e 37 pode-se perceber o melhor controle destes parametros
nos experimentos 2, 3 e 4 de biorremediacéo.
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Figura 37. Umidade no reator durante a biorremediacéo.

Analisando a Figura 38 foi possivel afirmar que houve uma boa adaptacdo dos
microrganismos as condi¢cdes do meio, pois os valores foram aumentando substancialmente
ao longo do processo de biorremediacdo chegando a altos valores de concentracdo de
microrganismos, na ordem de 10' UFC/g de solo. Por esta figura, é possivel verificar
também, que o periodo de adaptacdo dos microrganismos em sistemas com maiores

concentracdes de contaminante (experimentos 3 e 4) é mais longo.
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Figura 38. Concentragdo dos microrganismos na biorremediacéo.

Ao final destas avaliagbes conclui-se que o trabalho atingiu um elevado valor de
remocdo de biodiesel. Vale salientar que as quantidades de contaminante utilizadas neste
trabalho sdo superiores as encontradas na literatura e, mesmo com esta carga elevada, 0s
microrganismos apresentaram capacidade de remocdo, mostrando-se bem adaptados e

eficientes e que a configuracdo do reator proposto contribuiu para o sucesso do tratamento.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou as seguintes conclusdes:

Referente ao processo de lavagem do solo com agitagdo mecanica seguido de

tratamento bioldgico

O uso de lavagem de solo utilizando agitacdo mecénica € uma alternativa eficiente na
reducdo do tempo do tratamento completo em no minimo 40% (70 para 42 dias),
sendo que maiores tempos de agitagdo ndo necessariamente se traduzem em maiores
percentuais de remocéo;

A agua de reuso proveniente dos sistemas de refrigeracdo da industria pode ser
utilizada na lavagem, em substituicdo a agua de abastecimento, sem prejuizo para o
resultado final;

A utilizacdo do surfactante Tween 80 permite o0 uso de maiores concentracdes de
solidos no sistema (60%), porém necessitam de 60 minutos de agitacdo para apresentar
os melhores resultados. Esta configuracao de sistema chegou a percentuais de remocao

em torno de 71%.

Referente ao biodiesel recuperado do solo contaminado

A recuperacdo do biodiesel reduz a carga contaminante do efluente a ser tratado e o
biodiesel recuperado possui caracteristicas que possibilitam sua reutilizacdo como

fonte de energia em determinados processos.

Referente a biorremediacdo do solo

A concentracdo inicial de biodiesel tem influéncia sobre a populacdo microbiana, visto
gue concentracbes acima de 7% acarretou um crescimento mais lento dos
microrganismos até adaptacao ao meio;

O biorreator tipo tambor rotativo em escala piloto € viavel para o tratamento de solo
contaminado com biodiesel, apresentando resultados proximos a 100% de remoc¢éo do
contaminante em 70 dias de biorremediacéo;

O controle da temperatura € essencial no processo de biorremediacdo, pois esta

variavel em valores de 30+£2°C, em conjunto com a relacdo C:N:P — 100:10:1 e a
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umidade para 14%, fez com que praticamente toda a carga contaminante presente no
solo fosse extraida;
A correcdo semanal da umidade mostrou-se insuficiente sendo necessario aumentar a

frequéncia de medicéo e correcdo deste parametro para a cada trés dias.

Referente ao tratamento do efluente gerado

A cultura mista previamente adaptada foi capaz de degradar o contaminante também
em meio liquido;

O tratamento do efluente apresentou valores proximos a 100% de remoc¢do do
contaminante com 11 dias de biorremediagdo, e concentracdo de carbono organico
total préximo ao da agua de abastecimento;

Os resultados de remocdo de biodiesel do solo quando utilizado o efluente tratado
como base extratora do processo de lavagem, foram similares aos resultados obtidos

quando utilizado agua de reuso.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A seguir sdo apresentadas sugestfes para desenvolvimento de trabalhos futuros

relacionados ao tratamento de solo contaminado com biodiesel:

e Realizar estudo experimental de diferentes tipos de reatores destinados a realizacdo da
lavagem do solo com agitacdo e injecdo de ar concomitantemente;

e Estudar outras variaveis como pH, temperatura e tamanho das particulas que afetam
No processo de remogao mecéanica,;

e Estudar componentes inertes que possam auxiliar na oxigenacdo do solo durante o
processo de biorremediacdo do mesmo;

e Estudar a utilizacdo de surfactantes na biorremediacao do solo;

e Estudar a reintegragéo do solo tratado ao meio ambiente.
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ANEXO |

Quantificacao de Biodiesel por TPH (Total Hydrocarbon Petroleum)

Preparacdo da Amostra

Para a confeccdo da amostra foram utilizados os métodos EPA 418.1/413.2,
além do EPA 1664 Hexane Method modificados.

Pesou-se 2 g de solo em balanga semi-analitica;

Pipetou-se 10 mL de hexano que foi acrescentado ao béquer contendo a
amostra de solo na qual seria extraida a fase contendo biodiesel;

Agitou-se a amostra com hexano durante 15 minutos em agitador magnético e
apos este tempo deixou-se a amostra descansar para a separagédo das fases;
Usando uma pipeta volumétrica (100 L), retirou-se esta aliquota do
sobrenadante que foi levada ate a cubeta;

Evaporou-se 0 hexano;

Colocou-se a cubeta no equipamento para fazer a leitura da absorbancia;

Equipamento

Total Hidrocarbon Analyzer Buck HC — 404;

Este equipamento realiza analises de hidrocarbonetos - oléos e graxas totais, em

amostras de agua, solos, lamas e lodos completos. Atende aos métodos EPA 413.2/418.1,

utilizando solventes alternativos como: carbono, cloro de etileno e hexano. Utiliza um

comprimento de onda fixo & 2925 cm™ (3,42 micron) com uma banda passante de 30 cm™

(0,04 micron), fazendo leitura em transmitancia, concentragéo e absorbancia.

Andlise de Nitrogénio Total — Método de Kjeldahl

Instrumentacdo

Balanca semianalitica;

Bureta;

Bloco digestor com controlador de temperatura;
Capela de exaustao;

Destilador de Nitrogénio Kjeldahl,
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e Reagentes / Solucdes

e Acido bérico (HzBOs3) 2% m/v contendo mistura de indicadores 1% v/v;

e Acido cloridrico (HCI) 0,01 mol L-1;

e Acido sulfurico (H2S0,) P.A;

e Agua deionizada;

e Catalisador: sulfato de potassio (K,SO,) + sulfato de cobre pentaidratado
(CuS04.5H20), 10:1 em massa;

e Hidroxido de s6dio (NaOH) 50% m/v;

e Mistura de indicadores (verde de bromocresol 0,1%, hidroxido de sédio 0,12%
e vermelho de metila 0,05%).

Procedimento analitico

i) Preparou-se todos os reagentes e solucdes necessarios para a analise;
ii) Pesou-se 350 mg da amostra de solos para tubo de digestdo de 250 mL;

iii) Faz-se teste em branco (todas as solugdes, exceto a amostra) e amostra - controle

com teor de nitrogénio total certificado;
iv) Ligou-se bloco digestor em temperatura de 350°C;

v) Adicionou-se aproximadamente 1,0 g de catalisador e 15 mL de acido sulfurico e

agitou-se para melhor contato do acido com a amostra;

vi) Levou-se as amostras ao bloco digestor e deixou-se digerir por aproximadamente 1
hora a 350°C - (o final da digestdo € indicado pelo aparecimento da cor verde - azulada
(algumas amostras apresentam coloracdo amarelada) ou intensa formacdo de vapores

brancos);

vii) Apos digestdo, esfriou-se e transferiu-se com agua deionizada, utilizando uma

pisseta e 0 bastdo de vidro, para volume final de 100 mL;
viii) Homogeneizou-se. Aguardou-se a decantacao;
ixX) Tomou-se uma aliquota de 25 mL e transferiu-se para o tubo de digestdo 250 mL;

X) Pipetou-se 10 mL de &cido borico 2% m/v contendo mistura de indicadores 1% v/v

para o béquer de 100 mL ou erlenmeyer de 125 mL;

xi) Acoplou-se o béquer e/ou o erlenmeyer na saida do destilador para receber o

destilado;
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xii) Acoplou-se o tubo de digestdo 250 mL no destilador;

xiii) Adicionou-se 30 mL de hidroxido de s6dio 50% m/v no recipiente apropriado do

destilador, procedeu-se ao escoamento vagarosamente;
xiv) Destilou-se aproximadamente 60 mL;

xv) Procedeu-se & titulacdo com &cido cloridrico 0,01 mol L-1 e anotou-se o volume.

A viragem foi de verde-claro para vinho-claro.
Figura 1 — Ponto de viragem da analise de nitrogénio total conforme método de Kejldahl.
Para os célculos das concentracfes de nitrogénio total foi utilizada a férmula a seguir:

(VAm - VBT) * C * 14‘,01 *100%

% N =
o N 1000 * M

Sendo:

VAmM = volume de &cido gasto na titulagdo da amostra, em mL;

VBr = volume de acido gasto na titulagdo da prova em branco, em mL;
C = concentracao de acido cloridrico titulante, em mol L-1;

M = massa de amostra usada, em g.

Analise de Fosforo Disponivel

Instrumentacéo

e Balanca semianalitica;
e Espectrofotdmetro;
e Mesa agitadora;

Reagentes / Solucbes

e Solucdo extratora (H,SO,4 0,025 N e HCI 0,05 N): medir 43 mL de HCl e 6,9
mL de H2SO4, ambos concentrados, diluindo em 10 litros com &gua destilada
e homogeneizar bem;

e Solucdo Concentrada de Molibdato:

e Pesar 0,5 g de subcarbonato de bismuto, passar para baldo de 500 mL contendo
100 mL de agua destilada, adicionar 69 mL de H,SO,4 P.A. concentrado para

total dissolucdo do sal de bicarbonato e deixar esfriar;
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e Pesar 10 g de molibdato de amodnio, passar para Becker contendo 80 mL de
agua destilada e aquecer levemente até completa dissolucéo e deixar esfriar;

e Depois de frio, juntar A + B e completar o volume com agua destilada;

e Complexo B: pipetar 100 mL de solugdo concentrada de molibdato, passar para
baldo de 500 mL e adicionar 1 g de &cido ascorbico recém-pesado, agitar,
homogeneizar e completar volume com &gua destilada;

e Acido ascorbico;

e Acido sulfurico (H2S0,) P.A;

e Acido cloridrico (HCI) P.A;

e Agua destilada;

Procedimento analitico

i) Preparar todos os reagentes e solucGes necessarios para a analise;

ii) Pesar 5 g da amostra de solo em copo plastico com tampa;

iii) Adicionar 50 mL de solucdo extratora (H,SO4 0,025 N e HCI 0,05 N);
iv) Agitar 5 minutos em uma mesa agitadora a 220 rpm;

v) Deixar em repouso por aproximadamente 16 horas e/ou filtrar a amostra em papel
filtro;

vi) Pipetar 5 mL do extrato em béquer plastico de 50 mL;
vii) Adicionar 5 mL de solucdo de Complexo B;

viii) Deixar em repouso por 45 minutos;

ix) Fazer leitura em espectrofotdmetro a 660 nm;

X) Através de uma curva de calibracdo feita previamente, foi quantificada a

concentracdo de fésforo disponivel no solo.
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